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INTRODUZIONE 
lNTRODl!ZIONh: Capitolo l 
I. Il ruolo dell'esocitosi dei mediatori infiammatori da 
parte di cellule infiammatorie nell'omeostasi 
dell'organismo. 
1.1 L'infiammazione. 
1.1.1 L'omeostasi e le difese immunitarie innate e adattative. 
Si defmisce omeostasi l'equilibrio stabile che governa un organismo vivente 
in condizioni normali. Questa condizione dev'essere preservata, affinchè la salute di 
un organismo non sia compromessa. E' per questa ragione che gli esseri viventi 
possiedono alcuni sistemi di difesa, selezionati nel corso dell'evoluzione, che sono 
volti a mantenere imperturbato il loro equilibrio interno. Tra questi sistemi di difesa 
il primo da ricordare, nei mammiferi e quindi nell'uomo, è rappresentato dagli 
epiteli e dalla pelle: essi fungono da barriera selettiva per gli scambi con l'ambiente 
esterno. La protezione fornita dagli epiteli puo' venire a mancare nel caso di ferite o 
di traumi da calore, che non solo recano un danno ai tessuti epiteliali ed 
eventualmente a quelli sottostanti, ma permettono l'apertura di un varco e quindi 
un passaggio per gli agenti microbici patogeni, quali i virus e i batteri. E' in tali casi 
che intervengono allora altre difese specifiche, estremamente efficaci e per questo 
potenzialmente pericolose per l'organismo stesso: le difese immunitarie. Le difese 
che il nostro sistema immunitario ha elaborato possono essere suddivise in due 
forme: le difese immunitarie innate e quelle adattative. Esse utilizzano cellule e 
molecole solubili diverse, ma agiscono insieme per eliminare la causa del trauma ed 
arginare un'eventuale infezione. Le risposte immunitarie adattative sono 
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estremamente specifiche e possono fornire una protezione di lunga durata, grazie 
all'intervento dei linfociti e delle cellule presentanti l'antigene (APC). Quando sono 
attivati, i linfociti mettono in moto un meccanismo di neutralizzazione dell'invasore 
altamente efficace e pericoloso anche per l'organismo ospite. Normalmente pero' le 
risposte inappropriate sono evitate, perchè il sistema immunitario innato chiama in 
azione quello adattativo, solo quando riconosce molecole caratteristiche dei 
patogeni invasori. Le risposte immunitarie innate sono infatti le prime ad 
intervenire: esse possono distinguere fra classi diverse di patogeni e reclutare, per 
eliminarli, la forma più efficace di risposta immunitaria adattativa: i linfociti 
(Alberts, B., et al. 2002). Quando le difese si attivano, viene dato inizio ad un 
complesso fenomeno: il processo infiammatorio. In questa Tesi si parlerà 
essenzialmente di due tipi cellulari impegnati nelle difese immunitarie innate, che 
danno inizio all'infiammazione: i granulociti neutrofili e i mastociti. In particolare 
verrà trattata una loro funzione che è fondamentale al processo infammatorio: la 
secrezione. Prima di introdurre l'argomento è importante pero' esporre brevemente 
in quali fasi del processo infiammatorio essi intervengono. 
1.1.2 Il processo infiammatorio: la prima reazione per innescare la 
guarigione. 
Il sistema immunitario di un organismo attiva un processo infiammatorio in 
seguito ad un danno causato da microrganismi patogeni oppure da aggressioni 
chimiche o fisiche alle sue cellule e tessuti vascolarizzati. Nonostante il dolore, 
l'infiammazione è un fenomeno utile, anche se in alcuni casi essa si trasforma in 
uno stato infiammatorio cronico che si associa a malattie debilitanti quali l'artrite, la 
sclerosi multipla o il cancro. 
Durante il processo infiammatorio si attiva una fitta serie di interazioni tra cellule e 
fattori solubili che, da un lato operano per eliminare il fattore di disturbo che ha 
innescato il fenomeno, dall'altro attuano la riparazione. Se i due fenomeni non si 
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trovano in fase, l'infiammazione puo' portare ad un danno tissutale permanente, 
portato avanti dai leucociti, dai linfociti e dal collagene (Nathan, C., 2002). Un 
altro fattore critico dell'infiammazione è l'ampiezza del fenomeno: una risposta 
insufficiente causa immunodeficienza, che porta a infezioni e cancro; una risposta 
eccessiva provoca lo sviluppo di malattie debilitanti e in taluni casi la morte. 
L'omeostasi e la salute sono restaurate quando l'infiammazione è limitata dalle 
risposte antiinfiammatorie, che, ridondanti e localizzate, controllano il fenomeno 
(Tracey, KJ., 2002). 
1.1.3 Il flusso di informazioni del processo infiammatorio: i segnali di avvio 
sono regolati dai mastociti e dai neutrofili. 
L'infiammazione è un sistema a flusso di informazioni, che si instaura in 
seguito ad un segnale di danno o di infezione. Spesso i due fenomeni coincidono e 
innescano un processo, che deve reagire sia rapidamente nel bloccare l'amplificarsi 
dell'infezione, sia in maniera efficiente, cercando di limitare eventuali danni al 
tessuto già leso. In altre parole: da un lato il fenomeno dev'essere accellerato, 
dall'altro dev'essere tenuto sotto controllo e ben presto disattivato. Per questa 
ragione il complesso sistema puo' essere caratterizzato dai suoi checkpoints o segnali 
di controllo: quelli di innesco del fenomeno che si presentano al'inizio e quelli 
tardivi che intervengono per frenare il processo. Esistono anche checkpoints 
costitutivi che prevengono un'erronea comparsa dell'infiammazione. 
In risposta al danno, si assiste al rilascio di peptidi bio-attivi, che inducono 
dolore, da parte dei neuroni, affiancato dalla necrosi cellulare, la quale causa 
fuoriuscita di proteine normalmente presenti all'interno del lume cellulare (proteine 
da shock termico, fattori di trascrizione, peptidi mitocondriali). La presenza di 
microbi e dei loro costituenti altamente conservati, da essi rilasciati, attiva il 
complemento direttamente o via la proteina legante il mannosio. Essi possono 
anche interagire con la proteina legante illipopolisaccaride, oppure con recettori di 
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superficie come i Toll-like receptors, o infine con recettori di tipo scavenger. Questi 
eventi vengono riconosciuti come eccezionali e richiamano l'attenzione di cellule 
"sentinella". È noto che le prime cellule ad essere mobilitate dal torrente 
circolatorio del sangue sono i granulociti neutrofili. Questa fase di extra-vasazione 
dai capillari sanguigni, necessita una preparazione dell'endotelio, il quale viene 
attivato da segnali provenienti da cellule "sentinella" che pre-stazionano nei tessuti: 
le mast cellule e i macrofagi. In particolare i mastociti perivascolari rispondono agli 
stimoli sopra menzionati e rilasciano istamina, eicosanoidi, TNFa preformato, 
citochine neo-sintetizzate, triptasi, altre proteasi e chemochine. L'istamina, gli 
eicosanoidi e la triptasi causano vasodilatazione ed extravasazione di fluido (causa 
del gonfiore). La triptasi dei mastociti taglia recettori attivati dalle proteasi (P AR) di 
cui i nuovi termini auto-attivano il recettore accoppiato alle proteine G, presenti su 
mastociti, nervi terminali sensoriali, endotelio e neutrofili. Questo processo attiva 
ulteriormente mast cellule e neuroni, rende l'endotelio collante per i neutrofili e 
sollecita i leucociti a rilasciare il fattore attivante le piastrine (P AF). I neutrofili sono 
parzialmente attivati dal TNF e dai leucotrieni prodotti dalle mast cellule e da altri 
neutrofili che portano al rilascio di piccole quantità di elastasi. L'elastasi taglia la 
parte antiadesiva del CD-43 Qeucosialina) dai neutrofili, di modo che le loro 
integrine, non più bloccate dal CD43, possono interagire con le proteine della 
matrice extracellulare e aderire ad esse. Questo segnale binario, dato dalle integrine 
da un lato, e dal TNF, dalle chemochine o dal fattore C Sa del complemento 
dall'altro, porta alla degranulazione e ad un forte respiratory burst che risulta nel 
rilascio di proteinasi (catepsina G, proteinasi 3), idrolasi, proteine antibiotiche (BPI-
fattore di incremento della permeabilità batterica, quattro a.-defensine) e ossidanti 
(anione superossido e perossido di idrogeno). Gli ossidanti attivano 
metalloproteinasi della matrice (MMPs) e inattivano inibitori delle proteasi. Questi 
eventi promuovono la digestione della matrice extracellulare e 
contemporaneamente inducono il reclutamento di monociti dal sangue che 
maturano a macrofagi, che a loro volta attirano e attivano ulteriori neutrofili. Il 
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TNF, le chemochine, la prostaglandina E2 (dai mastociti) e le defensine dai 
neutrofili richiamano i linfociti, mentre i leucotrieni aiutano ad attirare cellule 
dendritiche presentanti l'antigene (APC) (Nathan, C., 2002). 
Il sistema infiammatorio è in sintesi pensato per un'accellerazione rapida, ma 
deve passare sotto una serie di stretti controlli per evitare una sua eventuale 
attivazione eccessiva. Ogni nuova cellula reclutata è commissionata a rilasciare 
segnali pro-infiammatori solo dopo aver integrato i segnali provenienti sia 
dall'organismo ospite che dall'agente patogeno. Solo in seguito ad un doppio 
segnale, o ad un segnale più complesso, la cellula viene attivata. 
L'infiammazione comincia con l'attivazione delle mast cellule e dei neutro fili, 
che di solito precede e condiziona l'attivazione delle APC (cellule presentanti 
l'antigene) e dei linfociti T e B. In questo modo le risposte infiammatorie evolvono 
in quelle immunitarie. Il rilascio di mediatori infiammatori da parte delle cellule, che 
partecipano all'innesco del processo infiammatorio, è fondamentale, ed è mediato 
da un meccanismo finemente regolato che prevede la fusione tra membrane e che 
in generale si definisce esocitosi. 
1.2 L'esocitosi. 
1.2.1 La fusione tra membrane. 
La compartimentalizzazione in organelli avvolti da membrana è una delle 
caratteristiche fondamentali che distinguono la cellula eucariotica. La sua vita 
cellulare e la sua differenziazione dipendono dal mantenimento dell'integrità di 
membrana dei suoi organuli, che devono essere generati continuamente durante la 
crescita e la divisione cellulare. Inoltre, i costituenti di membrana devono essere 
trasportati da un compartimento all'altro e dentro e fuori la cellula. Gli organismi 
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eucariotici hanno cosi' sviluppato meccanismi che controllano il cosidetto traffico 
vescicolare dal Reticolo Endoplasmatico (RE) al trans-Golgi network (TGN) e alla 
membrana plasmatica, affinchè non si verifichino errori di assimmetria tra le 
membrane. L'evento chiave del traffico vescicolare è la fusione delle membrane. 
I principali fautori della fusione membranaria sono stati individuati grazie 
all'isolamento biochimico del complesso secretorio delle sinapsi dei vertebrati (Lin, 
R.C., and ScheUer, R.H., 2000) e all'analisi genetica del percorso secretorio nel 
lievito (Finger, F.P., and Novick, P., 1998; Wickner, W., and Haas, A., 2000). 
Questi approcci sono stati poi complementari dalla ricostituzione in vitto della 
fusione tra membrane, da studi in mutanti genetici di Drosophila melanogaster e 
Caenorabditis elegans, e dalla manipolazione genetica che ha prodotto topi Knock-out, 
(jahn, R., an d Siidhof, T. C., 1999). Attualmente è chiaro come alla base di ogni 
evento di fusione di membrana vi sia un comune meccanismo regolatore, il quale 
presenta poi specializzazioni nei diversi sistemi. 
1.2.2 Modelli di fusione di membrana: il poro di fusione e la vicinanza tra 
membrane. 
Le membrane cellulari sono formate da un doppio strato di fosfolipidi 
anfipatici che comprendono: la fosfatidilcolina, la fosfatidiletanolammina, la 
fosfatidilserina, la sfingomielina, i fosfatidilinositoli, i fosfatidilgliceroli. Essi fan si' 
che la membrana sia un'elemento fluido e dinamico, nel quale i li p idi sopracitati 
diffondono. Le membrane contengono anche i glicolipidi e il colesterolo, il quale 
conferisce stabilità al fluido membranario, fa diminuire la permeabilità di 
membrana e impedisce alle catene idrocarburiche dei fosfolipidi a lui vicini di 
cristallizzare e quindi di cambiare di fase. N elle membrane si inseriscono poi 
proteine integrali di membrana o proteine periferiche. La composizione in proteine 
e in lipidi varia in funzione degli organelli. 
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I modelli proposti per la fusione tra membrane sono due: il modello del poro 
di fusione e il modello della vicinanza tra membrane (Lindau, M., and Almers, 
W., 1995; Zimmerberg,J., 2001). 
La fusione membranaria implica il mescolamento di due doppi strati 
fosfolipidici in un mezzo acquoso. Questo fenomeno è energeticamente sfavorito, 
poichè la forza di repulsione elevata aumenta in funzione della diminuzione della 
distanza tra due membrane. Uno stadio intermedio di transizione, nel quale il 
doppio strato fosfolipidico sia sostituito da un'altra disposizione dei fosfolipidi 
deve necessariamente precedere la fusione. Per questa ragione è stato proposto un 
modello che prevede la formazione di un poro di fusione, il quale permetterebbe la 
connessione dei due distinti compartimenti membranari, grazie alla creazione di un 
unico lume comune. 
Il poro di fusione è stato inizialmente descritto graz1e ad esperimenti di 
elettrofisiologia e di microscopia elettronica in particolare nei mastociti dei topi beige 
che possiedono grandi granuli (1-5 J.tm) e la cui fusione con la membrana 
plasmatica è lenta. 
Il poro di fusione possiede le caratteristiche di un canale ionico di 1-2 nm di 
diametro, con una conduttanza fissa (Breckenridge, LJ., and Almers, W., 1987) 
che puo' fluttuare da uno stato aperto ad uno chiuso (Breckenridge, LJ., and 
Almers, W., 1987; Monck,J.R., and Fernandez,J.M., 1992). Per la sua struttura 
sono stati presentati due ipotetici modelli. Il primo prevede che esso sia di natura 
proteica, costituito da proteine di membrana granulari e provenienti dalla 
membrana plasmatica che insieme agiscono come una gapj"unction (Almers, W., 
1990). In realtà questo tipo di poro di fusione sembra poco probabile a causa della 
quantità di energia che rapidamente dovrebbe essere mobilizzata per la sua 
formazione e successiva dissoluzione. Il secondo modello, la vicinanza delle 
membrane, propone che il poro di fusione sia completamente di natura lipidica 
(Monck, J.R., and Femandez, f.M., 1992; Monck, J.R., et al., 1995). In questo 
modello, che sembra più probabile da studi di crio frattura ( Chandler, D.E., and 
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Heuser, J.E., 1980; Tojima, T., et aL, 2000), il ruolo delle proteine sarebbe 
limitato all'avvicinamento dei due bilt!Jers fosfolipidici che devono fondersi. Tra le 
potenziali molecole che potrebbero intervenire in tale fenomeno ci sono le 
annessine, che sono proteine in grado di legare il calcio e i fosfolipidi stessi. Esse 
potrebbero avere un ruolo nell'avvicinare le membrane e riorganizzare i lipidi 
costituenti, poichè possono effettivamente oligomerizzare e formare strutture 
ft.lamentose tra i granuli e la membrana plasmatica (Nakata, T., et aL, 1990). 
La scoperta delle proteine SNARE (proteine di membrana) e dei loro partners 
citosolici (NSF, SNAPs) negli anni novanta ha favorito ulteriormente il modello 
dell'avvicinamento delle due membrane. E' stato infatti proposto che l'interazione 
delle proteine SNARE porti alla formazione di un complesso, sufft.ciente a far 
fondere due membrane ( Weber, T., et aL, 1998) o ad avvicinarle (fase di docking o di 
tetherinjj (Mayer, A., 1999; Peters, C., et aL, 2001). Il loro ruolo sarà approfondito 
nel prossimo capitolo. 
La più verosimile soluzione prevede che i due modelli proposti non siano 
esclusivi, ma che, in diversi stadi del fenomeno di fusione, possano essere validi 
entrambi (Tojima, T., et aL, 2000). 
1.2.3 Esocitosi costitutiva e regolata. 
L' esocitosi è il termine che descrive la fusione tra membrane granulari o 
vescicolari e la membrana plasmatica ed è accompagnata dal rilascio del contenuto 
granulare all'esterno della cellula. Si distinguono due tipi di esocitosi: costitutiva e 
regolata. Tutte le cellule eucariotiche rilasciano proteine nello spazio extra-cellulare 
mediante un processo di esocitosi costitutiva; esso si realizza come un flusso 
costante di vescicole che partono dal Reticolo Endoplasmatico e l'apparato di 
Golgi e traslocano verso la superft.cie cellulare, per fondere subito dopo la loro 
formazione con la membrana plasmatica. Questo tipo di secrezione è intimamente 
correlata con il livello di sintesi proteica e permette il rinnovamento e il 
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mantenimento delle membrane lipidiche, grazie ad un meccarusmo di trasporto 
retrogrado che si verifica alla membrana plasmatica: l'endocitosi. 
Alcuni tipi cellulari possiedono allo stesso tempo una via di secrezione più 
specializzata, che permette la liberazione dei prodotti secretori già immagazzinati 
dai granuli citoplasmatici, unicamente dopo l'arrivo di uno stimolo extracellulare 
(Figura 1). In questo caso, la secrezione rimuove un segnale di inibizione o ne 
innesca uno di attivazione, perchè la fusione con la membrana dev'essere prevenuta 
in assenza di uno stimolo di attivazione. I granuli secretori devono quindi trovarsi 
"pronti" per essere scaricati in caso di attivazione. Questo tipo di esocitosi regolata 
permette di rispondere a dei segnali fisiologici in maniera adattata, secemendo 
messaggeri dell'infiammazione (cellule ematopoietiche), ormoni (cellule endocrine), 
oppure neurotrasmettitori (neuroni e cellule neuroendocrine). 
1 ~-1 
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Fig. l Secrezione costitutiva e regolata (figura tratta e rielaborata da Hon~ W., 2005) 
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I due tipi di esocitosi, costitutiva e regolata, condividono numeros1 
meccantsrm fondamentali, necessari alla fusione tra membrane: entrambi 
necessitano infatti di proteine citosoliche e dell'ATP. L'esocitosi regolata, a 
differenza di quella costitutiva, sembra dipendere anche da un rapido aumento della 
concentrazione citosolica di calcio. 
1.2.4 La secrezione regolata nel sistema immunitario: i lisosomi secretori. 
La secrezione regolata è un processo critico per il corretto funzionamento 
biologico di diverse cellule del sistema immunitario. A differenza di altre cellule 
secretorie, come le cellule esocrine ed endocrine, che utilizzano separati organelli 
per immagazzinare e poi secernere i loro prodotti, le cellule della linea 
ematopoietica utilizzano speciali organuli, chiamati lisosomi secretori sia per 
immagazzinare, che rilasciare i loro prodotti (Figura 2). Questi organuli contengono 
proteine di membrana, idrolasi caratteristiche del lisosoma e vari prodotti di 
secrezione a seconda del tipo di cellule ( Stinchcombe f. C. and Griffiths G.M, 
2001; Blott EJ. and Griffiths G.M., 2002). Essi sono presenti in cellule 
ematopoietiche come i linfociti T e B, le mast cellule, gli eosinofili, i basofili, i 
neutrofili, i macrofagi, le piastrine, le cellule dendritiche e gli osteoclasti (Blott EJ. 
and Griffiths G.M., 2002). Anche cellule non ematopoietiche come i melanociti 
(Orlow, SJ., 1995) o le cellule tubulari renali (Swank, R.T., et aL, 1998) 
possiedono lisosomi secretori. Sono stati chiamati lisosomi secretori in quanto si 
ritiene che rappresentino una specializzazione del compartimento lisosomiale, ma 
non devono essere confusi con il compartimento lisosomiale vero e proprio (nei 
neutrofili, che possiedono diverse popolazioni granulari, si preferisce parlare 
piuttosto di granuli secretori per non incorrere in errori). Infatti diverse 
osservazioni supportano l'ipotesi che la secrezione lisosomiale possa rappresentare 
un fenomeno fisiologico comune a tutte le cellule, che si è poi sviluppato 
ulteriormente nelle cellule della linea emotopietica. Studi in cellule ovariche di 
11 
INTRODUZIONE, Capitolo l 
hamster e in cellule renali di ratto dimostrano come esse possano essere indotte a 
secernere i loro lisosorrù, in risposta ad un elevato influsso di calcio ( Coorssen, 
JR., et aL, 1996; Rodriguez, A., et aL, 1991). Inoltre è stato dimostrato che i 
Tripanosorrù, durante l'invasione di cellule di mamrrùfero non appartenenti alla 
linea ematopoietica, sono in grado di forzare una fusione calcio-mediata dei 
lisosorrù della cellula ospite con la membrana plasmatica (Rodriguez, A., et aL, 
1995; Rodriguez, A., et aL, 1996). Vi sono evidenze di un coinvolgimento dei 
lisosomi anche nei fenomeni di riparazione della membrana plasmatica. Una 
membrana danneggiata induce un aumento del flusso di ioni calcio, che provoca la 
liberazione di lisosorrù di fibroblasti (Huynh, C., et aL, 2004; Andrews, N. W., and 
Chakrabarti, S., 2005). 
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Fig.2 Cellule secretorie della linea ematopoietica utilizzano il compartimento lisosomiale come 
un organo secretorio regolato. (figura tratta da Blott, E .J., and Griffiths, G.M., 2002) 
Queste scoperte lasciano supporre che vi sia un meccanismo di secrezione 
regolata dei lisosomi delle cellule ematopoietiche, che puo' rappresentare 
l'evoluzione di un sistema secretorio primitivo. Poichè le cellule del sistema 
immunitario hanno funzioni sia regolatrici che effettrici, il rilascio del contenuto 
lisosorrùale dev'essere strettamente regolato. Per esempio, i granuli secretori dei 
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linfociti T citotossici possono contenere non solo proteine solubili, richieste per la 
distruzione dell'agente virale o della cellula tumorale, ma anche proteine, che legano 
la membrana e che sono essenziali al controllo della risposta immunitaria, come il 
ligando Fas (Bossi,G., and Griffiths, G.M, 1999) e il CTLA-4 (Thompson, 
C.B., and Allison7 J.P., 1991). Anche i granuli secretori dei ncutrofili presentano la 
stessa caratteristica, ne è un esempio l'integrina beta 2 (jones, D.H., et al., 1988), 
che si localizza con il citocromo h (Higson, F.K, et al., 1985) nei granuli specifici e 
in quelli contenenti gelatinasi. 
1.2.5 Le diverse tappe della fusione di membrana regolata: dal lievito alla 
sinapsi neuronale. 
La maggior parte delle conoscenze sui meccanismi che regolano la fusione di 
membrana di cui disponiamo, deriva dallo studio di due diversi ed evolutivamente 
lontani sistemi: la sinapsi neuronale e il traffico secretorio vacuolare del lievito. 
L'identificazione di proteine chiave per caratterizzazione biochimica, nella sinapsi 
neuronale, e lo screening genetico, nel lievito, hanno posto le basi per intraprendere 
ulteriori studi e approfondire le conoscenze. La sinapsi neuronale ha permesso di 
monitorare la fusione in vivo, grazie a studi di tipo elettrofisiologico, impossibili da 
effettuarsi nel lievito. Per contro, nel lievito, l'utilizzo di mutanti termosensibili, ha 
permesso di individuare le proteine coinvolte nelle diverse fasi del processo di 
fusione. Entrambi i sistemi hanno rivelato una certa omogeneità dei risultati, 
dimostrando cosi' come il meccanismo fisiologico della fusione sia altamente 
conservato tra le specie. 
Alla sinapsi neuronale, sono state caratterizzate tre diverse fasi, necessarie 
allo scarico extracellulare del neurotrasmettitore (Figura 3): 
1) l'ancoraggio della vescicola alla membrana plasmatica target (dockin~ che 
puo' essere reversibile (tetherin~; 
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2) l'innesco della reazione o priming durante il quale i granuli sono preparati 
all' esocitosi; 
3) la fusione dei granuli alla membrana plasmatica, che implica la 
formazione di un poro di fusione, che è calcio-dipendente e che conduce 
alla liberazione di mediatori chimici nello spazio extracellulare. 
Sfortunatamente, esiste una certa confusione terminologica nella descrizione 
delle fasi terminali della fusione vacuolare nel lievito e dell'esocitosi alla sinapsi. Nei 
saggi in vitto con il lievito viene chiamata priming una fase preparatoria delle 
vescicole, che precede il docking e coinvolge un'attivazione delle SNARE per 
dissociazione del complesso. Invece alla sinapsi, si chiama prùning, una fase che 
segue il docking e che coinvolge probabilmente la formazione del complesso a ahn 
R. and Siidhof. T.C., 1999). 
Fig.3 Le fasi dell'esocitosi (figura tratta e rielaborata da Femandez-Chac6n, R., and Siidhof, 
T.C., 1999). 
1.2.6 Il ruolo del citoscheletro nell'esocitosi. 
Il citoscheletro è "l'organo" cellulare che permette ad una cellula di 
possedere una forma appropriata e di interagire meccanicamente con l'ambiente 
circostante. Ci sono cellule che possono muoversi da un punto all'altro 
dell'organismo grazie al proprio citoscheletro (i leucociti, gli spermatozoi). Altre 
cellule devono al citoscheletro la loro natura contrattile (cellule muscolari). La 
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complessa rete di fùamenti del citoscheletro permette di regolare l'organizzazione 
interna di una cellula nei diversi momenti della sua vita: durante la divisione, la 
crescita e la differenziazione. Appare verosimile che esso sia implicato anche nei 
fenomeni di trasporto dei granuli secretori o delle vescicole alla membrana, ma non 
essendone stato chiarito il meccanismo d'azione, il suo ruolo resta ancora poco 
conosciuto. 
Il citoscheletro è costituito da diverse proteine, in grado di polimerizzarsi per 
formare dei fùamenti, e da proteine motrici. Distinguiamo tre tipi di filamenti: i 
microfilamenti di actina, i microtubuli di tubulina e i fùamenti intermedi 
(vimentina). Le proteine motrici si muovono lungo i filamenti, grazie all'energia 
derivante dall'idrolisi dell'ATP. Le miosine si spostano lungo i fùamenti di actina, le 
chinesine e le dineine si spostano lungo i microtubuli. Queste ultime giocano un 
ruolo essenziale nel posizionamento intracellulare degli organuli limitati da 
membrana nelle cellule eucariotiche (Alberts, B. et al. 2002). 
Il ruolo dei microfilamenti 
L'actina rappresenta il 5°/o della totalità delle proteine cellulari. Essa esiste 
sotto forma di monomero (actina G, o globulare) o di polimero (actina F, 
filamentosa). E' una proteina di 43 KDa altamente conservata nelle diverse specie, 
di cui esistono tre isotipi che possiedono il 90°/o di omologia: a, p, y. 
In diversi tipi cellulari, una fitta rete di microfùamenti impedisce ai granuli 
secretori di accedere alla membrana plasmatica. Questa barriera dev'essere 
eliminata, probabilmente al momento di un segnale che consente un aumento della 
concentrazione locale di Ca2+, per permettere ai granuli secretori di fondersi con la 
membrana plasmatica. Analisi biochimiche e morfologiche supportano questo 
modello. Uno studio ha dimostrato del resto come l'actina corticale (l'actina che 
polimerizza localmente alla membrana plasmatica, formando una sorta di anello) 
delle cellule cromaffmi della ghiandola adrenale bovina possa da un lato limitare i 
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movimenti dei granuli, da un altro facilitarne la mobilità grazie ai cambiamenti 
dinamici della polimerizzazione, che seguono la stimolazione ( Oheim, M, and 
Stuhme~ W., 200(]). 
Sui granuli e sulle strutture secretorie esistono inoltre delle proteine in grado 
di legarsi con l'actina, come la sinapsina I delle vescicole secretorie delle 
terminazioni presinaptiche ( Ceccaldi, P.E., et al., 1995). Essa è stata descritta 
anche sulle vescicole del Trans-Golgi Network delle cellule epiteliali (Bustos, R., et 
al., 2001) e negli osteoblasti (Bhangu, P.S., et al., 2001). 
Il ruolo dei microtubuli 
I microtubuli sono cilindri cavi costituiti da molecole di tubulina. Monomeri 
di a-tubulina e ~-tubulina (globulari) interagiscono fra loro formando un 
eterodimero. Entrambe le proteine hanno un peso molecolare di SSI<Da, sono 
altamente conservate tra le specie e possiedono un sito di legame per il GTP. Gli 
eterodimeri polimerizzano tra loro formando strutture filamentose, 1 
protoftlamenti, costituiti da molecole di alfa e beta tubulina alternate, che a loro 
volta si organizzano fra loro formando una struttura cilindrica: il microtubulo. 
L'aggiunta di nuove subunità al protoftlamento in crescita è regolata dal consumo 
di GTP, ma solo la subunità ~ è in grado di scambiare il GTP con il GDP per 
liberare l' energia necessaria alla crescita del filamento, poichè il GTP legato alla 
subunità a si trova intrappolato nell'interfaccia del dimero. Quasi tutti i microtubuli 
partono dal centrosoma o centro organizzatore dei microtubuli (MTOC) e 
possiedono un'estremità più dinamica, dove crescita e depolimerizzazione sono 
veloci, che si chiama estremità +, e un'estremità -, dove la crescita è lenta. La 
depolimerizzazione si verifica con idrolisi del GTP. 
I microtubuli sono implicati nel traffico intracellulare degli organuli. Alcuni 
studi hanno dimostrato come i microtubuli intervengano nell'esocitosi regolata dei 
melanociti (Rogers, S.L., et al., 1997) e delle cellule acinari del pancreas (Boye~ 
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JL., and Soroka, C.J, 1995; Nevalainen, T J., 1975). I microtubuli partecipano 
attivamente all'esocitosi dei mastociti di ratto (Martin- Verdeaux, S., et al., 2003). Si 
è visto inoltre, sempre in mastociti, che la tubulina partecipa alla liberazione del 
Ca2+ a partire dal RE ( Tasaka, K, et al., 1991) e che i microtubuli trasportano i 
granuli secretori alla membrana plasmatica in maniera Ca2+ indipendente (Nishida, 
K, et al., 2005). 
Il ruolo dei filamenti intermedi 
I filamenti intermedi sono costituiti da proteine fibrose come la cheratina, la 
vimentina, la desmina. Esse conferiscono una certa resistenza agli sforzi meccanici 
e, a differenza dell'actina e della tu bulina, non formano una struttura polarizzata. 
Nonostante i filamenti intermedi possano mostrare una natura dinamica (si 
disassemblano nelle cellule in mito si per riassemblarsi subito dopo) sono 
sicuramente più stabili dei microtubuli e dei microfilamenti. 
Di recente è stato messo in evidenza un possibile ruolo dei filamenti 
intermedi nell'esocitosi, poichè la proteina SNARE SNAP-23 si trova associata alla 
vimentina nei fibroblasti a riposo e si dissocia da essa, dopo trattamento con l'N-
etilmaleimide per partecipare alla formazione del complesso di fusione SNARE. In 
queste cellule la vimentina potrebbe dunque costituire una riserva di SNAP-23 
(Faigle, W., et al., 2000). 
Lo studio del ruolo del citoscheletro nell'e soci tosi dev'essere ulteriormente 
approfondito. Infatti non è ancora stato chiarito quale sia il ruolo preciso dei diversi 
tipi di filamenti, anche se è probabile che tutti e tre i tipi agiscano coordinatamente 
nel fenomeno ( Cordonnier, M.N., et al., 2001). 
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II. I meccanismi molecolari dell'esocitosi delle cellule 
infiammatorie. 
Come già detto, la fusione tra due membrane in un mezzo acquoso è un 
evento energeticamente sfavorito, che è reso possibile dall'intervento di proteine di 
fusione specifiche Gahn, R., and Siidhof, T.C.,1999). Vi sono almeno tre classi di 
proteine che sembrano essere universalmente coinvolte nelle reazioni di fusione: 
1) le proteine SNARE (soluble NSF receptors proteins); 
2) le proteine omologhe a Sec1/Munc 18 Qe proteine SM); 
3) le proteine Rab. 
Partecipano all'evento anche il calcio, stimolo essenziale alla fusione e alcune 
proteine che lo legano, che regolano la costituzione dei fosfolipidi Qe annessine) o 
che intervengono ad altri livelli (neuronal calcium sensor proteins). 
2.1. Le famiglie proteiche coinvolte nella fusione: la superfamiglia 
delle proteine SNARE. 
Le proteine SNARE sembrano essere le dirette responsabili del processo di 
fusione tra membrane. Esse interagiscono tra di loro, dando vita ad un complesso 
ternario estremamente stabile da un punto di vista energetico, la cui formazione è 
indispensabile all'evento stesso di fusione. Fino ad oggi ne sono state caratterizzate 
diverse e non è detto che il loro numero si debba arrestare, poichè si è dimostrato 
che ogni compartimento, dove si verifica la fusione, possiede un preciso set di 
proteine SNARE (Figura 4) 
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I mutanti termosensibili del lievito, che presentano una difetto secretorio, 
sono stati utilizzati in saggi di complementazione, grazie ai quali è stato possibile 
isolare i geni responsabili di un particolare evento di fusione. Tutti i geni cosi 
individuati portano il nome SEC associato ad un numero e identificano sia proteine 
responsabili della fusione (come le corrispondenti SNARE dei mammiferi) sia 
proteine di regolazione. 
J . CCP 
11 CCY 
' .o 
Fig.4 Localizzazione delle proteine SNARE nelle cellule eucariotiche (figura tratta da Chen, 
Y.A., et al., 2001 ): in rosso la famiglia delle sintaxine, in blu la famiglia V AMP, in verde gli 
omologhi di SNAP-25; in nero le altre: CCP, clathrin-coated pits, CCV, clathrin coated vesicle, RER, 
Reticolo Endoplasmatico Ruvido, REL, Reticolo Endoplasmatico Liscio. 
Nei mammiferi, invece, sono stati identificati pnma due fattori citosollci 
solubili e in grado di legarsi tra di loro: la proteina NSF (N-etrylmaleimide sensitive 
facto-l), sensibile al trattamento con l'N-etilmaleimide e in grado di legare e 
idrolizzare l'ATP, e la proteina SNAP (soluble NSF attachment protein) di cui s1 
conoscono tre isoforme (a, ~ e y). :--JSF e a-SNAP si associano ad un recettore di 
membrana chiamato SNARE (da SNAP receptor). Il sequenziamento del recettore 
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SNARE ha permesso di identificarlo come un eterotrimero, costituito da 3 proteine 
già indipendentemente identificate: la sintaxina 1 (Bennet, MK, et al., 1992), la 
Sinaptobrevina o V AMP-1 (Baumert, M, et al., 1989; Trimble, W. S., et al., 1988) 
e SNAP-25 ( Oyler, G.A., et al., 1989). 
Le proteine SNARE furono inizialmente classificate sulla base della loro 
localizzazione in t-SNARE, se presenti alla membrana target (la sintaxina 1 e la 
SNAP-25) e v-SNARE se localizzate alla membrana delle vescicole secretorie (la 
VAMP) (Sollner, T., et al., 1993b). Negli ultimi anni sono state scoperte diverse 
proteine SNARE e non sempre è stato possibile classificarle come t- o v-SNARE. 
In particolare, per evitare ambiguità in casi di fusione omotipica tra membrane, le 
SNARE sono state riclassificate in Q-SNARE (glutammine containing SNAREs, le t-
SNARE) e in R-SNARE (arginine containig SNAREs, le v-SNARE), a seconda della 
presenza, rispettivamente, di un residuo di glutammina o di arginina (Fasshauer, 
D., et al., 1998b) all'interno del cosiddetto dominio SNARE, o SNARE motzj 
(Terrian, D.M, and White, MK, 1997; Weimbs, T., et al., 1997). Il motivo 
SNARE caratterizza tutte le proteine appartenenti alla superfamiglia e media 
l'associazione delle SNARE nel core complex. 
L'intervento delle proteine SNARE nei meccanismi di fusione è stato 
dimostrato anche dall'effetto delle neurotossine clostridiali: la tossina tetanica e la 
tossina botulinica. Queste tossine sono metalloproteasi che legano lo zinco e che 
sono in grado di tagliare in maniera specifica alcune SNARE, inibendo cosi' 
l'e soci tosi e causando paralisi, poichè agiscono a livello della giunzione n euro-
muscolare. La tossina tetanica (McMahon, H. T., et al., 1993, Schiavo, G., et al., 
1992) e le tossine botuliniche di tipo B, D, F e G (Montecucco, C., and Schiavo, 
G., 199 5) tagliano alcune V AMP /Sinaptobrevina. Le tossine botuliniche di tipo A, 
C1 ed E tagliano specificamente la SNAP-25 (Walch-Solimena, C., et al, 1995), 
mentre la tossina botulinica di tipo C1 taglia la sintaxina1 ( Williamson, L. C., et al, 
1996). 
20 
lNTRODUZ!CJlVl~~ C';;qtitolo Il 
2.1.1 Q-SNAREs (t-SNARE). 
Le Sintaxine 
La sintaxina è stata inizialn1ente descritta come una proteina presinaptica di 
35K.Da di cui esistono due isoforme (oggi note come la sintaxina1A e la sintaxina 
1B), che interagiscono con la sinaptotagmina e che presentano un'omologia di 
sequenza dell'84°/o (Bennet, MK., et al., 1992). In seguito sono state caratterizzate 
numerose sintaxine non-neuronali, tra le quali, alcune intervengono nei pathwqys di 
secrezione precoce, mentre altre sono localizzate alla membrana plasmatica 
(Benne t, MK., et al., 199 3), o ancora sugli endosomi (Dock, J.B., et al., 2001). 
Sono noti nei mammiferi 15 geni, che codificano per le sintaxine e che sono 
presenti su diversi cromosomi e si conoscono 7 geni nel lievito. Fenomeni di splicing 
alternativo, che contribuiscono alla diversità, sono già noti per le sintaxine 1A, 2, 3, 
5 e 16. Essi danno origine ad isoforme, che sono espresse diversamente durante lo 
sviluppo e, in età adulta, in diversi tessuti. Esse potrebbero quindi avere ruoli 
funzionali sostanzialmente diversi nella regolazione del traffico di membrana 
(Teng, F. Y., et al., 2001). 
Nei mammiferi tutte le sintaxine, tranne la 11, che possiede un dominio di 
palmitoilazione al C-terminale, sono proteine di transmembrana di tipo II: ancorate 
alla membrana grazie al loro dominio C-terminale e quindi con l'estremità 
amminoterminale citoplasmatica. Possiedono più regioni idrofobiche capaci di 
formare delle alfa-eliche super-avvolte (dominii Ha, Hb, Hc e dominio H3) (Figura 
5). Il dominio H3, il più vicino alla membrana, contiene il caratteristico motivo 
SNARE, conservato in tutte le sintaxine e capace di formare il legame con le altre 
proteine del complesso di fusione ( Weimbs, T., et al., 19 9 7). 
Il dominio SNARE di una sintaxina media la sua interazione con un'altra Q-
SNARE appartenente alla famiglia delle sintaxine o delle SNAP-25 e con una R-
SNARE, formando cosi' il complesso SNARE (Figura 6). Nei neuroni, il 
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complesso terziario è dato da 4 alfa eliche allineate in parallelo e provenienti: una 
dalla sintaxina1A, due dalla SNAP-25 e una dalla V AMP-2. In alcuni casi, le due 
alfa eliche fornite da SNAP-25 sono rimpiazzate dai domini SNARE di due 
sintaxine. n dominio N-terminale della sintaxina 1 è costituito da un fascio di tre 
alfa eliche che si ripiegano a sinistra, conferendo a questa particolare struttura un 
ruolo autoinibitore (Lerman,J.C., et aL, 2000) . 
. 
- - 30 A lJ> 
Fig.5 Struttura della sintaxina l A (figura tratta da Misura~ K.MS., et aL, 2000). 
n dominio regolatore, ripiegandosi sul motivo SNARE, permette alla 
proteina di adottare una conformazione "chiusa" che impedisce la formazione del 
complesso. La proteina chaperonina nSecl / Munc 18 si lega a questa 
conformazione chiusa (Dulubova, L, et al., 1999). Recentemente il complesso 
Sintaxina/ Munc 18 è stato cristallizzato (Misura, KMS., et aL, 2000) . Sono 
emerse cosi le diverse conformazioni che la Sintaxina adotta quando è legata a 
Munc 18, che possono suggerire gli aspetti funzionali di questa interazione. n 
dominio Habc non presenta particolari differenze strutturali, cosi come la regione 
tra H3 e Habc. La regione carbossi-terminale è invece diversa da quella adottata nel 
complesso SNARE (Sutton, R.B., et al, 1998). I contatti tra il dominio H3 e quello 
Habc, cosi come tra H3 e la proteina :\!fune 18-1 stabilizzano H3 in una 
conformazione, dove le eliche sono interrotte o ripiegate e non disponibili per 
l'interazione con gli altri domini SNARE. La struttura del complesso formato da 
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sintaxina 1A e Munc 18-1 indica cosi che il dominio H3 puo' assumere almeno 3 
conformazioni diverse: legato a Munc 18, legato a VAi\tfP e SNAP25, oppure 
isolato (Misura, K.MS., et al., 2000). 
N 
l l 
SNARE Tran5,..,mbrane 
dOmar'l doma•n 
l l 
Cytoplasm 
V\/V\/VVVVV\1\1 
VV\1\/V\/V\/VVVV\ 
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Fig.6 Disegno schematico raffigurante la formazione del complesso SNARE (figura tratta da 
Ten~ F. Y. et aL , 2001). 
Le sintaxine 1A, B, la 2, la 3 e la 4 sono localizzate alla membrana plasmatica 
e partecipano all'esocitosi. La sintaxina 1A sembra essere presente alla membrana 
dei granuli secretori delle cellule PC12 ( Galas, MC., et al., 2000; Tagaya, M , et al., 
1995) e delle cellule pancreatiche delle isole p (Nagamatsu, S., et al., 1996). La 
sintaxina 2 e la 3 sono localizzate alla membrana apicale delle cellule epiteliali 
polarizzate (Delgrossi, M H., et al., 1997; Fujita, H., et al., 1998; Peng, XR., et 
al., 1991) . Le sintaxine 2 e 4 sembrano avere un ruolo nell'esocitosi delle piastrine 
( Chen, D., et al., 2000a; Chen, D., et al., 2000b) . Inoltre la sintaxina 4 si trova alla 
membrana apicale della medulla interna (Mandon, B., et al., 1996), sulla membrana 
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basolaterale degli acini pancreatici e delle cellule renali ( Gaisano H. Y., et aL, 1996; 
Low, S.H., et al., 1996) e sulla membrana delle vescicole di trasporto di GLUT4 
negli adipociti ( Olson, A.L., et aL, 1997; Volchuk, A., et al., 1996). Le sintaxine 2, 3 
e 4 sono espresse anche dai mastociti (Martin- Verdeaux, S., et al, 2003): la 2 e la 3 
sono granulari, la 4 è alla membrana plasmatica. I neutrofùi esprimono la sintaxina 
4 (Smolen, J.E., et aL, 2001), la sintaxina 6 (Martin-Martin, B., et aL, 2000), la 
sintaxina 7 (Lominadze, G., et al., 2005). Inoltre, sempre nei neutrofùi, è stata 
dimostrata la presenza a livello di trascritto genico della sintaxina lA, di due 
isoforme della 3, della 5, della 7, della 9, della 11 e della 16 (Martin-Martin, B., et 
aL, 1999). 
Le SNAP-23/24/25/29 
Una seconda famiglia di proteine Q-SNARE è il gruppo a cui appartiene la 
proteina SNAP-25. Inizialmente isolata nel sistema neuronale ( Oyler, G.A., et al., 
1989) sotto forma di due varianti (A e B) (Bark, LC., et al., 1995), SNAP-25 è 
anche espressa dalle cellule cromaffmi (Roth, D., and Burgoyne, R.D., 1994), 
dalle cellule beta del pancreas (Sadoul, K, et aL, 1995) e dai tessuti sensibili 
all'insulina, quali gli adipociti e il muscolo scheletrico (jagadish, M.N., et aL, 1996). 
Anche SNAP-25 forma strutture secondarie ad alfa-elica, probabilmente causate dal 
legame con la Sintaxina (Fasshauer, D., et aL, 1997; Fasshauer, D., et al., 1998a). 
A differenza della Sintaxina e di VAMP, SNAP-25 e i suoi omologhi contengono 
due motivi SNARE separati da una regione ricca in cisteine. La palmitoilazione di 4 
residui di cisteina permette l'ancoraggio di SNAP-25 alla membrana (Lane, S.R., 
and Liu, Y., 1991), il cui invio è mediato dalla sua interazione con la sintaxina 
( Vogel, K, et aL, 2000). Uno studio che utilizza mutanti di SNAP-25 privi dei 
residui di cisteina dimostra infatti come l'invio della proteina alla membrana 
plasmatica rimanga immutato. Cio' nonostante essi rivestono un ruolo nella 
dissociazione del complesso SNARE e nell'esocitosi delle cellule PC12 
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( Washbourne, P., et aL, 2001). SNAP-25 puo' ugualmente interagire con la 
Sinaptotagmina (Schiavo, G., et aL, 1997) e, come la Sintaxina, probabilmente con i 
canali del calcio (Rettig, f., et aL, 1996; llllser, 0., et al, 1996). 
SNAP-23 è un'isoforma non neuronale di SNAP-25 del peso molecolare di 
23 KDa. Come SNAP-25 possiede una regione ricca in cisteine, palmitoilata, che 
media l'ancoraggio alla membrana plasmatica (Vogel, K, and Roche, P.A., 1999). 
SNAP-23 interagisce con diverse isoforme di Sintaxine e di V AMPs 
(Ravichandran, V., et aL, 1996). E' implicata in processi d'esocitosi nei fibroblasti 
( Wong, P.P., et aL, 1997), negli adipociti (Tamori, Y., et aL, 1998) e nelle cellule 
renali (Inoue, T., et aL, 1998). SNAP-23 è espressa nei neutrofùi (Martin-Martin, 
B., et aL, 2000; Mollinedo, F., and Lazo, P.A., 1997), nelle piastrine 
(Flaumenhaft, R., et aL, 1999), e nei mastociti ( Guo, Z., et aL, 1998; Paumet, F., et 
al, 2000). SNAP-23 è ugualmente implicata nel traffico secretorio delle cellule 
polarizzate. La sua localizzazione subcellulare è a livello della membrana 
basolaterale degli acini pancreatici ( Gaisano, H. Y., et aL, 1997) e a quella apicale 
delle cellule epiteliali (Low, S.H., et aL, 1998). Anche se SNAP-23 è generalmente 
localizzata sulla membrana plasmatica, questa proteina è stata ugualmente descritta 
sui granuli nelle cellule renali (Inoue, T., et aL, 1998) e sugli endosomi del trans 
Golgi network ( Chen, D., et aL, 1999). Infine SNAP-23 puo' essere fosforilata in 
diversi sistemi cellulari e la sua fosforilazione riveste probabilmente un ruolo nella 
regolazione del complesso di fusione ( Cabaniols, f., et aL, 1999; Foster LJ., et al, 
1998; Hepp, R., et aL, 2005; Polgar, f., et aL, 2003). Di recente, è stato messo in 
evidenza il coinvolgimento del citoscheletro, che avrebbe un ruolo di riserva per 
SNAP-23 nei fibroblasti (Faigle W., et aL, 2000). 
Un altra proteina omologa di SNAP-25, è l' ubiquitaria SNAP-29. Essa 
differisce per l'assenza della sequenza di cisteine necessaria alla palmitoilazione. E' 
quindi una proteina citoplasmatica che puo' intervenire in più stadi del traffico 
intracellulare (Hohenstein, A.C., and Roche, P.A., 2001; Steegmaier, M, et aL, 
1998). Si sa che SNAP-29 è implicata nell'endocitosi del recettore del fattore di 
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crescita simile all'insulina (I G Fl) e nella regolazione della trasmissione sinaptica, 
dove sembra inibire la dissociazione del complesso (Su, Q., et aL, 2001) e dove puo' 
modulare l'efficienza del rilascio del neurotrasmettitore (Pan, P. Y., et aL, 2005). 
2.1.2 R-SNAREs (v-SNARE). 
LeVAMPs 
Le proteine V AMP o sinaptobrevine sono state identificate per la prima 
volta come costituenti della membrana delle vescicole secretorie del cervello di 
ratto (Baumert, M, et aL, 1989; Trimble, W., et aL, 1988). Successivamente, per 
V AMP è stato messo in evidenza un ruolo come recettore per le proteine SNAPs 
in vitto (SoUner, T.P., et aL, 1993b). Sono piccole proteine il cui peso molecolare 
varia da 12 a 25 K.Da e sono anch'esse substrato delle neurotossine clostridiali. Una 
sola iso forma, caratterizzata più di recente, fa eccezione: la TI-V AMP (toxine 
insensitive V AMP) ( GaJJi, T., et aL, 1998). Possiedono una regione transmembrana 
carbossi-terminale e una regione citoplasmatica ad a-elica che comprende il motivo 
SNARE. Attualmente si conoscono almeno 7 isoforme di V AMP. La V AMP1 e la 
V AMP2 sono particolarmente abbondanti nel cervello, ma sono espresse anche in 
altri tipi cellulari tra cui i neutrofili (Brummel, J.H., et aL, 1995; MoUinedo, F., et 
aL, 2003) e le mast cellule (Pombo, L, et aL, 2003). V AMP-3 o cellubrevina, è 
un'isoforma ubiquitaria implicata nel traffico intracellulare (Galli, T., et aL, 1994; 
McMahon, H.T., et aL, 1993) La VAMP-4 si localizza a livello del trans-Golgi 
network (Steegmaier, M, et aL, 1999), mentre la VAMPS sulla membrana 
plasmatica di cellule muscolari (Zeng, Q., et aL, 1998). VAMP-7 o TI-VAMP negli 
endosomi tardivi (Advani, RJ., et aL, 1999; Galli, T., et aL, 1998). La V AMP-8 o 
endobrevina è stata localizzata inizialmente sugli endosomi ( Wong, S.H., et aL, 
1998; Mullock, B.M, et aL, 2000), ma si è visto che è presente anche nei granuli 
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secretori dei mastociti (Paumet, F., et al., 2000; Pombo, l, et al., 2003) e ne1 
granuli delle piastrine (Polgar, J , et al., 2002). 
2.1.3 Il complesso SNARE. 
Come è già stato accennato in questa tesi, le proteine SNARE si assemblano 
e formano un complesso eterotrimerico, costituito da due Q-SNARE, la sintaxina e 
la SNAP-25, e da una R-SNARE, la V AMP. Il complesso è stato cristallizzato ed è 
stato cosi' costruito un modello di interazione proteica (Sutton, R.B., et al., 1998) 
dove sintaxina e VAMP apportano ciascuna un'alfa elica, mentre la SNAP-25 ne 
apporta due (figura 7). 
Fig.7 li complesso SNARE (figura tratta da Rizo,J., and Siidhot; T. C., 2002). 
I domini di ancoragg10 alla membrana della sintaxina e della V AMP 
assicurano la massima stabilità del complesso SNARE (Poirier, MA., et al., 1998). 
Alcuni studi riportano inoltre che l'assemblaggio delle 4 alfa eliche rappresenta il 
macchinario di fusione essenziale ( Chen, Y.A., et al., 1999; Parlati, F., et al., 
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2000; Weber, T., et aL, 1998,). Ed in effetti è vero che l'interazione è estremamente 
stabile ed energeticamente favorita. Ci6 nonostante, esperimenti in vitro e in vivo 
sembrano indicare che il ruolo delle SNARE sarebbe limitato al docking o alla 
stabilizzazione di uno stato intermediario di emifusione (Scales~ SJ., et aL, 2001). 
Infatti è stato mostrato nel lievito e nel riccio eli mare che il complesso puo' 
dissociarsi prima della fusione ( Coorssen~ J.R., et aL, 1998; Tahara, M, et aL, 
1998; Ungermann, C., et aL, 1998). Del resto in topi KO per V AMP-2, l'esocitosi è 
limitata, il che suggerisce che la proteina abbia un ruolo di catalizzatore della 
fusione (Schoch, S., et aL, 2001). 
In vitro, quasi tutte le combinazioni tra le SNARE sono in grado di formare 
un complesso resistente al SDS ( sodio-dodecil-solfato) che possiede una stabilità 
termica quasi identica al complesso SNARE originale (Fasshauer, D., et aL, 1999; 
Gotte, M., and von Mollard, G.P., 1998; McNe~ J.A., et aL, 2000a). 
Probabilmente le interazioni proteiche delle SNARE potrebbero non essere 
specifiche in vitro, ma agire in sinergia in vivo con altre proteine o fattori per 
assicurare il corretto ancoraggio delle vescicole alla membrana target. Le piccole 
proteine GTPasi della famiglia Rab e le proteine della famiglia Sec/Munc 
potrebbero giocare un ruolo fondamentale in questo stadio. 
2.1.4 Il riciclo delle proteine del complesso: NSF and SNAPs. 
Poichè il complesso SNARE è estremamente stabile, è necessano 
l'intervento di una proteina che grazie all'idrolisi di A TP permetta la sua 
dissociazione nelle proteine SNAREs costituenti. Si tratta del fattore sensibile all'N-
etil-maleimide o NSF, che agisce insieme a proteine adattatrici, chiamate SNAPs 
(soluble NSF attachement protein). Sia NSF che SNAPs sono altamente conservate. 
NSF appartiene alla famiglia delle AAA (A TPase assodate d with various celluler activities) 
caratterizzate dal loro modulo di legame all'A TP (Beyer, A., 1997; Patel, S.K., et 
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al., 1998). Le AAA permetterebbero, grazie all'energia fornita dall'idrolisi dell'ATP, 
di cambiare la conformazione delle proteine bersaglio. 
NSF è un esamero (Fleming, K G., et al., 1998; Hanson, P.I., et al., 1997). 
Le sue unità contengono tre domini distinti: un dominio amino-terminale, richiesto 
per il legame a SNAP e alle SNARE e due domini con attività A TPasica D l e D2 
(Tagaya, M, eta/., 1993). Il legame e l'idrolisi dell'ATP da parte di Dl è necessario 
alla dissociazione del complesso SNARE, mentre la sola associazione dell'ATP a 
D2 è necessaria alla formazione dell'esamero (Nagiec, E.E., et al., 1995; Sumida, 
M, et al., 1994; Whiteheart, S. W., et al., 1994). 
Nei mammiferi esistono tre varianti di SNAP: a, p e y (Clary, D. O., et al., 1990; 
Whiteheart, S. W., et al., 1993). Le interazioni tra a-SNAP (Sec17) e le SNARE 
sono state in parte elucidate da esperimenti di mutagenesi. SNAP riconoscerebbe 
degli elementi di superficie generali (conformazione, distribuzione delle cariche 
elettriche) del fascio di 4 alfa-eliche del complesso SNARE. Sembrerebbe che 
SNAP avvolga il complesso SNARE quasi nella sua totalità (Hohl, T.M, et al., 
1998) agendo da leva per l'azione di NSF. 
NSF e i membri della famiglia SNAP agtscono 1ns1eme per dissociare i 
complessi SNARE prima o dopo la fusione. Le proteine SNARE possono formare 
dei complessi detti cis, sulla stessa membrana, substrato per SNAP e NSF, o trans, 
su membrane opposte (Otto, H., et al., 1997; Ungermann, C., et al., 1998). La 
fusione di due membrane opposte porta alla formazione del complesso cis. 
Avvenuta la fusione, SNAP permette la dissociazione di questi complessi cis per il 
loro riciclaggio e la loro riattivazione in un nuovo complesso di fusione trans 
( Weber, T., et al., 2000) (Figura 8). 
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Fig.8 Fusione di una vescicola mediata dal complesso di fusione SNARE e riciclo delle proteine 
SNARE ad opera di NSF e SNAP, grazie all'idrolisi dell'ATP (figura tratta da Rizo, f., and 
Siidhof, T.C., 2002). 
2.2 La regolazione del complesso SNARE: le proteine della 
famiglia SM (Secl/Munc 18). 
2.2.1 Le proteine della famiglia SM. 
I membri della famiglia SM (Sec1 /Mum· homologueJ] sono proteine, che 
intervengono nei processi di secrezione e la cui sequenza rimane conservata nelle 
diverse specie. La loro funzione resta ancora poco conosciuta, ma è stato ipotizzato 
che assistano in qualche modo le proteine SNARE nel processo di fusione. Per 
chiarire quali siano le ipotesi funzionali finora avanzate e il conseguente modello 
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d'azione proposto nel processo secretorio, passero' in rassegna le proteine SM 
attualmente note in diversi classi di organismi, soffermandomi sulle specifiche 
proprietà delle SM dei mammiferi, che sono oggetto di studio in questa Tesi di 
dottorato. 
Proteine SM nel lievito S accharomvces cerevisiae 
~ 
N el lievito S. Cerevisiae sono stati identificati 4 membri della famiglia SM: 
Sec1, Sly1 e Slp1/Vps33 e Vps45. Sec1 è uno dei dieci geni implicati nei fenomeni 
di fusione, che sono stati identificati grazie a test di secrezione vacuolare in mutanti 
termosensibili (SEC=secrezione). In mutanti sec1, le vescicole che derivano dal 
Golgi si accumulano (Novick, P., and Schekman, R., 1979). Il prodotto del gene 
sly1 è anch'esso implicato nella secrezione proteica, ma a livello del trasporto dal 
Reticolo Endoplasmatico al Golgi-Network ( Ossig, R., et al., 1991). 
V ps33 (vacuo far protein sorti n~ è coinvolta nel trasporto di vescicole, che dal 
compartimento prevacuolare si dirigono verso il vacuolo (Robinson, J.S., et al., 
1988; Wada, Y., et al., 1990). 
Vps45 è essenziale alla secrezione delle proteine vacuolari, che passano dal 
Golgi agli endosomi tardivi ( Cowles, C.R., et al., 1994; Nichols, BJ., et al., 1998). 
I mutanti deficienti per il gene vps45 hanno un difetto di secrezione delle proteine, 
che causa l'accumulo di vescicole alla membrana plasmatica. 
Proteine SM nel nematode Caenorhabditis elegans 
La proteina Une 18 del nematode C. elegans possiede il22-28°/o di omologia 
di sequenza con la proteina Sec1 del lievito. Diversi mutanti une (une= 
uncoordinated), tra cui unc-18, presentano simili fenotipi: crescita lenta, piccola taglia, 
paralisi, parziale resistenza agli inibitori dell' acetilcolinesterasi. Nei mutanti, rispetto 
ai nematodi selvatici, l'acetilcolina (Ach) tende ad accumularsi, mentre il suo 
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metabolismo resta normale (Hosono, R., et aL, 1992). Quest'evidenza ha portato a 
ritenere che il difetto nei mutanti unc-18 sia dovuto ad un blocco di uno stadio 
tardivo del trasporto vescicolare dell'acetilcolina nelle terminazioni nervose, 
suggerendo che Une regoli i livelli di Ach (Gengyo-Ando, K, et aL, 1993). La 
proteina si localizza in tutti i neuroni motori della corda ventrale e la sua 
espressione, elevata allo stadio !arvale, diminuisce nel nematode adulto. Questo 
risultato mostra che Une 18 potrebbe rivestire un ruolo anche nella neurogenesi 
(Gengyo-Ando, K, eta!., 1993). 
Due altri membri della famiglia, omologhi delle proteine del lievito Slp 1 e 
Sly1 sono stati identificati per omologia di sequenza (23 e 33°/o di omologia 
rispettivamente) nel progetto di sequenziamento del genoma del nematode 
(Nematode Sequencing Prqjecl) (Sulston,J., et aL, 1992; Wilson, R., et aL, 1994). 
Proteine SM nel moscerino della frutta Drosophila melanogaster 
La proteina Rop (58°/o di omologia di sequenza con Unc-18 e 21-27°/o con 
Sec1, Slp1 e Sly1) (Salzberg, A., et aL, 1993) si esprime in tutti gli stadi dello 
sviluppo del moscerino della frutta D. melanogaster. Studi di ibridazione in situ, di 
immunofluorescenza e di immunoistochimica mostrano che Rop è presente nel 
sistema nervoso centrale, nelle cellule delle ghiandole salivari, nell'intestino, nei 
cellule del Malpighi e nei muscoli dell'insetto (Harrison, S.D., et aL, 1994; 
Salzberg, A, et al., 199 3; Schulze, KL., et aL, 1994). Nonostante la proteina non 
possieda domini transmembrana, la si ritrova spesso associata alle membrane 
(Halachmi, N., et al., 1995; Schulze, KL., et aL, 1994). Una piccola frazione è 
stata rinvenuta nel citoplasma delle cellule di Schneider (Harrison, S.D., et aL, 
1994) ed un'altra è stata rinvenuta nella frazione contenente le vescicole secretorie 
(Schulze, KL., et aL, 1994). Mutanti non funzionali indotti sul gene rop 
conducono alla perdita totale della neurotrasmissione nelle cellule fotorecettrici 
(Harrison, S.D., et al., 1994; Harrison, S.D., et aL, 1995). Mutanti che non 
32 
lNTRODVZIONli~ C:tlpitol<J Il 
esprimono più Rop muoiono rapidamente, perchè non possono più fabbricare la 
cuticola, la cui risultante insufficienza porta ad un collasso tracheale. Allo stesso 
modo, prodotti di secrezione, come l'acido uri co, sono assenti e suggeriscono che 
Rop rivesta un ruolo essenziale nella secrezione. 
Proteine SM nei mammiferi 
Uno studio volto alla ricerca di molecole interagenti in vitto con la Sintaxina 
1, ha permesso di identificare per la prima volta la proteina Munc-18 (per 
Mammalian Unc-18) che possiede rispettivamente il 59°/o e il 63o/o di omologia di 
sequenza con la proteina Unc-18 e con Rop (Hata, Y., et aL, 1993). 
Contemporaneamente, due diversi gruppi di ricerca identificano n-Sec1 (neuronal 
Sec1) e rbSec1 (rat brain Sec1), utilizzando oligonucleotidi degeneri, basati 
sull'omologia di sequenza tra Sec1, Unc-18 e Rop per isolare due proteine 
altamente omologhe a partire dal cervello di ratto ( Garcia, E.P., et aL, 1994; 
Pevsner, ]., et aL, 1994a). Esistono infatti due iso forme di rbSec1, formate per 
splicing alternativo dell'estremità carbossi-terminale, rbSec1A e rbSec1B ( Garcia, 
E.P., et aL, 1995). Questa proteina, Munc-18ln-Sec1lrbSec1 è stata ugualmente 
isolata nel midollo spinale di ratto per la sua capacità a legarsi alla Cdi<5, una 
chinasi ciclina dipendente (Shetty, K T., et aL, 1995). 
Due altre isoforme di Munc-18 sono state isolate nel topo a partire da 
tessuto non neuronale: Munc-18b e Munc-18c (Hata, Y., and Siidhof, T. C., 1995; 
Katagiri, H., et aL, 1995; Tellam, f. T., et aL, 1995). Esse possiedono 
rispettivamente il 63°/o e il 52°/o di omologia di sequenza con Munc-18ln-
Sec1 l rbSec1A. 
Per chiarire una nomenclatura complicata, tenendo conto delle omologie di 
sequenza, gli omologhi di Sec 1 nei mammiferi sono stati chiamati: Munc 18-1 
(l'iso forma neuronale di nSec1 l rbSec1 ), Munc18-2 e Munc18-3 (le due forme 
ubiquitarie). 
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M un c 18-1, -2 e -3 sono verosimilmente implicate nelle fasi finali della 
secrezione (membrana plasmatica), mentre sono state identificate altre isoforme, 
implicate in stadi più precoci del trasporto vescicolare. Così l'omologo di Sly1, rSly1 
(rat Jiver S !J1) è stato identificato per la sua capacità di legame con la Sintaxina 5 
(Dascher, C., and Balch, W.E., 1996), una t-SNARE (Q-SNARE) implicata nel 
trasporto vescicolare dal RE verso il Golgi (Dascher, C., et al., 1994). Sono stati 
caratterizzati parallelamente tre c-DNA codificanti per degli omologhi di Secl: r-
vps33a e r-vps33b nel ratto, corrispondenti agli omologhi di vps33 nel lievito, (30 e 
26 °/o di omologia rispettivamente) e h-vps45 nell'uomo che condivide il 38°/o di 
omologia con la proteina vps45 del lievito. Questi geni sono coivolti nel traffico 
vescicolare tra il Golgi, il compartimento pre-lisosomiale e i lisosomi (Pevsner, f., 
1996). L'omologo di vps45 è stato isolato da altri due gruppi di ricerca nel 1997, e 
denominato mVps45 e rVps45 (El-Husseini, A.E., et al., 1997; TeUam,J.T., et al., 
1997a). Tellam mostra che Vps45 si localizza a livello del Golgi e si lega in vitto alla 
Sintaxina 6, implicata nel trasporto del trans-Golgi (Tellam,J.T., et al., 1997a). 
Munc 18-1 è stata caratterizzata nelle sinapsi assonali e nella ghiandola 
pineale (Redecker, P., et al., 1998), dove potrebbe giocare un ruolo nell'esocitosi 
dei neurotrasmettitori. È stata identificata anche negli osteoblasti, (Bhangu, P.S., et 
al., 2001), nelle cellule cromaffini (Hodel, A., et al., 1994), nelle cellule endocrine 
degli isolotti beta del pancreas e nelle cellule che secernono l'insulina (jacobsson, 
G., et al., 1994; Katagiri, H., et al., 1995). 
Munc 18-2 è un'isoforma non-neuronale espressa in particolare dalle cellule 
epiteliali (Riento, K, et al., 1996). L'mRNA di Munc 18-2 è espresso nel rene, 
nell'intestino, nei testicoli, negli adipociti (Tellam, f. T., et al., 1995) e nei mastociti 
(Martin- Verdeaux, S., et al., 2003). 
Munc 18-3 è una proteina ubiquitaria il cui mRNA si trova in tutti i tessuti 
(TeUam, ].T., et al., 1995). Implicata nel trasporto regolato di GLUT4 negli 
adipociti (Tamori, Y., et al., 1998; TeUam, f. T., et al., 1997b; Thurmond, D.C., et 
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al., 1998) e nella secrezione dei granuli di zimogeno da parte degli acini pancreatici 
(Gai sano, H. Y., et al., 2001). 
Nell'uomo, le proteine SM sono espresse in tutti i tessuti. Il cDNA di Munc 
18-1 esiste sotto due forme diverse di cui una espressa specificatamente nei tessuti 
neuronali e l'altra ubiquitaria (Swanson, D.A., et al., 1998). Il c-DNA di Munc 18-2 
nell'uomo è espresso dalla maggior parte dei tessuti, ad eccezione del cervello, del 
muscolo scheletrico e delle cellule della linea linfoide (Ziegler, S.F., et al., 1996). 
N el topo, il gene codificante per M un c 18-1 si situa sul cromosoma 2, è costituito 
da 19 e soni che variano da 50 a 167 6 paia di basi, per un totale di 56Kb. Nell'uomo 
il gene codificante per Munc18-1 o Hunc 18-1 (Human Unc-18) è localizzato sul 
cromosoma 9q34.1. Munc18-2 nel topo si localizza sul cromosoma 8 e il gene 
Munc18-2 (Hunc 18-2) umano si localizza sul cromosoma 19p13.2-p13.3 (Ziegler, 
S.F., et al., 1996). In definitiva dopo il sequenziamento dei genomi del lievito, del 
nematode, della drosophila e dell'uomo, ci sarebbero 4 geni codificanti per le 
proteine SM nel lievito, 6 in C elegans, 5 in D. melanogaster, e 7 in H. sapiens. Il 
numero crescente di geni codificanti per SM potrebbe spiegarsi con la 
specializzazione del processo ~el traffico nelle specie più complesse. A supporto di 
questa ipotesi, il rapporto SM/Sintaxine resta costante attraverso le specie (Bock, 
].B., et al., 2001). 
Le proteine SM dei mammiferi si dividono tra una frazione membranaria e 
una citosolica ( Garcia, E.P., et al., 199 5; Pevsner, ]., et al., 1994a). M un c 18-1 si 
localizza alla membrana plasmatica nei neuroni ( Garcia, E.P., et al., 1995) e negli 
acini pancreatici (Zhang, W., et al, 2000), sulla membrana dei granuli delle cellule 
cromaffini (Haynes, L.P., et al., 1999; Hodel, A., et al., 1994) oppure sulla 
membrana plasmatica e su quella vescicolare della ghiandola pineale (Redecker, P., 
et al., 1998). Nelle cellule epiteliali, Munc 18-2 presenta una particolare 
distribuzione, polarizzata a livello della membrana basale degli acini pancreatici 
(Gai sano, H. Y., et al., 200 1) e sulla membrana plasmatica degli adipociti ( TeUam, 
f. T., et al., 1997b). Nei mastociti di ratto, Munc 18-2 si localizza sui granuli 
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secretori, mentre Munc 18-3 si localizza alla membrana (Martin-Verdea~ S., et 
aL, 2003). 
Altri organismi eucarioti superiori esprimono proteine SM. Xaenopus laevi 
esprime l'mRNA di un omologo di Munc 18-1 (Berghs, C.A., et aL, 1999), 
trascritto in Xunc 18, essenziale all'esocitosi di messaggeri neuroendocrini (Kolk, 
S.M, et aL, 2001). Il calamaro gigante, L.oligo pealei esprime un omologo di Sec1, s-
Sec1 (squid Sec1) (Dresbach, T., et aL, 1998). Persino la pianta Aradopsis thaliana, 
presenta un gene, il gene I<EULE (Assaad, F.F., et aL, 1996) che codifica per una 
proteina, la cui sequenza corrisponde al28-30°/o a quella di Unc18, Rop e Munc 18. 
Il prodotto di KEULE si lega a un omologo della sintaxina, KNOLLE (Assaad, 
F.F., et aL, 200 1). 
2.2.2 Proprietà delle proteine SM: sequenza, omologia e struttura. 
Le proteine SM sono proteine citosoliche dal peso molecolare di 60-70 KDa. 
Una caratteristica condivisa dalle proteine SM è un dominio centrale di 23 residui 
aminoacidici codificanti per un motivo f3-COP (Halachmi, N., and Lev, Z., 
1996), che caratterizza una proteina associata alle vescicole non ricoperte di clatrina 
e al Golgi. Le proteine SM possiedono ugualmente delle sequenze consensus di 
fosforilazione per la PKC e la CKII, la CaM chinasi e un sito di fosforilazione su 
tirosina. Pur essendo in alcuni casi localizzate alla membrana, le proteine SM non 
presentano domini di transmembrana. 
Due proteine SM sono state cristallizzate: Munc 18-1 in complesso con la 
Sintaxina 1 e s-Sec1 (calamaro gigante) isolata (Bracher, A., et aL, 2000; Misura, 
K.M.S., et aL, 2000). Munc 18-1, complessata alla Sintaxina 1 è una molecola a 
forma di V con una cavità centrale di circa 15 A. La sua catena polipeptidica puo' 
essere divisa in tre domini (Figura 9). Il dominio 1 (residui 4-134) consiste di cinque 
foglietti beta paralleli, affiancati da 5 alfa-eliche. Il secondo dominio (residui 
aminoacidici 135-245 e 480-592) è ugualmente organizzato secondo una struttura 
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a-~-a, ma vi sono 5 foglietti ~ paralleli con uno foglietto addizionale anti-
parallelo ad un'estremità. Questo tipo di organizzazione strutturale è unica di questa 
proteina. Il terzo dominio (residui 246-479) è una larga inserzione tra il terzo e il 
quarto foglietto parallelo del dominio 2. Questo dominio può lui stesso essere 
suddiviso in due parti, dominio 3a e 3b rispettivamente. Il dominio 3a è costituito 
da due lunghe eliche antiparallele, da un lungo gomito ~ appoggiato sulle eliche e 
da un elica più corta orientata perpendicolarmente al gomito beta, affacciato 
all'interno della molecola. Un residuo di glicina permette di introdurre un angolo di 
60° tra il dominio 3a e il dominio 3b. Il dominio 3a risulta isolato dagli altri domini, 
il che suggerisce una certa mobilità conformazionale indipendente dal resto della 
molecola (Misura, K.M.S., et al., 2000). 
La struttura di s-Secl presenta poche differenze da quella di Munc 18-1 
complessata alla sintaxina 1. Il solo cambiamento di conformazione riscontrato si 
trova a livello del dominio 3 (~9-10 e a4-15). Questo risultato potrebbe significare 
che esso abbia un ruolo nel rilascio della sintaxina, che si ritroverebbe cosi' libera di 
formare il complesso SNARE (Bracher, A., et al., 2000). 
nSec1 
. 
- 70 A 
Domatn 3 • 
+------ - SSA----~ 
Fig.9 Struttura di Munc18-l (tratta da Misura, KMS., et aL, 2000). 
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2.2.3 Le proteine SM si complessano in maniera specifica con le sintaxine. 
Una caratteristica comune a tutte le proteine SM è la loro capacità a legare le 
sintaxine. Nei mammiferi, Munc 18-1 si lega alla sintaxina 1 in vitto (Hata, Y., et 
al., 1993; Hodel, A., et al., 1994) e in vivo (Haynes, L.P., et al., 1999; Zhang, W., 
et al., 2000). In vitto Munc 18-1 si lega anche alle sintaxine 2 e 3 (Pevsner, f., et al., 
1994a). Nei saggi di doppio ibrido nel lievito, Munc 18-2 si lega alla sintaxina 1, 2, e 
3 (Hata, Y., and Siidhof, T. C., 199 5), ma in cellule epiteliali è stata evidenziata in 
vivo la sola interazione specifica con la sintaxina 3 (Riento, K, et al., 1998) e nei 
mastociti è stata dimostrata l'interazione con la sintaxina 2 e con la 3 (Martin-
Verdeaux, S., et al., 2003). Munc 18-3 puo' legarsi in vitro alla sintaxina 2 e alla 4, 
in vivo si lega solamente alla sintaxina 4 negli adipociti (Thurmond, D. C., et al., 
1998) e nei mastociti (Martin- Verdeaux, S., et al., 2003). 
La cristallizzazione del complesso M un c 18-1 /Sintaxina 1 da parte di Misura 
e collaboratori ha messo in evidenza la natura precisa di questa interazione (Figura 
10). La Sintaxina mette a disposizione entrambi i domini H3 e Habc per il legame 
con Munc, evidenza confermata dagli studi in vitto che dimostrano come Munc si 
leghi alla cosiddetta conformazione chiusa della sintaxina (Dulubova, L, et al., 
1999; Yang, B., et al., 2000). La cavità centrale formata dai domini 1 e 3a di Munc 
18-1 crea la superficie di legame. Pare che le superfici di contatto tra le due proteine 
presentino cariche elettriche complementari, che stabilizzerebbero il legame. La 
specificità di legame tra SM e le sintaxine, sarebbe data principalmente dal tipo di 
contatto variabile tra il dominio 3a (regione variabile) di Munc 18 e il domino H3 e 
Habc delle sintaxine (Misura, KM.S., et al., 2000). 
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Fig.10 Modello rappresentante il complesso eli interazione Munc18-l/Sintaxina l (la struttura 
rappresentata in b è la stessa rappresentata in a, ma ruotata eli 90° rispetto all'asse verticale; i 
colori giallo, verde e blu rappresentano i tre domini eli Munc 18-1, mentre in viola, rosso e 
arancio sono i domini eli sintaxinal). (tratta da Misura, KMS., eta/., 2000). 
Recenti studi hanno dimostrato come l'interazione Munc18-1/Sintaxina 1 
possa essere eventualmente considerata come una specializzazione di un tipo di 
interazione che varia nelle specie e nei compartimenti cellulari, e non come un 
modello. Si è visto infatti nel lievito che Secl si lega a Sso1, sia se quest'ultima è 
isolata, sia se si trova in complesso SNARE ( Carr, C.M, et al., 1999). Inoltre le 
sintaxine di lievito e di mammifero che funzionano al Trans-Golgi-Network, agli 
endosomi primari, e al Reticolo Endoplasmatico si legano alle correspondenti SM 
(Vps45 e Sly1) attraverso una loro sequenza amino terminale ( Yamaguchi, T., et al., 
2002; Dulubova, L , et al., 2002). Il legame attraverso la sequenza aminoterminale è 
evolutivamente conservato e sembra rappresentare il più generale tipo di 
interazione sintaxina/SM. Inoltre esso è compatibile con la formazione del core-
complex, potrebbe quindi reclutare le SM al sito di fusione permettendo alle SNARE 
e alle SM di agire in concerto (Figura 11). E' importante sottolineare che la stessa 
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SM potrebbe essere accoppiata a diverse sintaxine grazie a diversi meccanismi di 
interazione in diversi compartimenti cellulari (Dulubova, L , et al., 2002). 
Munc·H·1 
Membrane 
= = 
S~n axon 1 
l (dosed) 
.. ? 
b ER, Golgi, TGN, ear1y tndosomea 
SM PIOteon 
Syn:axn 1 
~1) N 
Core complex 
Fig.11 I due diversi modi di legame delle proteine SM con le Sintaxine (figura tratta da RizoJJ, 
and Siidhot; T. C., 2002). 
2.2.4 La proteina Munc 18-1 interagisce con diverse proteine. 
Munc 18-1 non interagisce esclusivamente con la sintaxina, e questo 
potrebbe spiegare la ridondanza e a volte la contrapposizione delle sue funzioni. 
Munc 18-1 è stata copurificata con la CdkS (Shet~ KT., et al., 1995), una chinasi 
ciclina-dipendente neuronale, che fosforila le proteine dei neurofilamenti di alto 
peso molecolare necessari alla polimerizzazione (MAPs). La fosforilazione dei 
neurofilamenti puo' modificare l'organizzazione del citoscheletro, che gioca un 
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importante ruolo nel traffico vescicolare. Così Munc potrebbe partecipare alla 
regolazione del traffico vescicolare riorganizzando il citoscheletro. 
La granufilina, una proteina identificata nelle cellule beta del pancreas, 
associata ai granuli densi, lega Munc18-1, Rab3 e Rab27 A (Coppola, T., et aL, 
2002; Fukuda, M, et aL, 2002), suggerendo un potenziale meccanismo per la 
modulazione delle funzioni di Munc 18-1 attraverso l'attività delle Rab. Le proteine 
Doc2, che copurificano con le vescicole sinaptiche, si legano a Munc 18-1 in 
competizione con la sintaxina ed è stato suggerito che agiscano come adattatori che 
regolano l'interazione Munc 18-1 /Syntaxina durante il docking delle vescicole 
( Verhage, M., et aL, 1997). 
Due proteine di membrana, specifiche dei neuroni, Mint1 e Mint2 (Munc 18 
interacting proteins) interagiscono con i fosfatidilinositolofosfati e sono in grado 
d'associarsi in maniera specifica con Munc 18-1 (Okamoto, M., and Siidhof, 
T.C., 1991), ma non con Munc 18-2. 
2.2.5 Possibile funzione e ruolo delle proteine SM nel processo secretorio. 
La perdita della funzionalità delle proteine SM può portare alla comparsa di 
diversi fenotipi. In molti casi è suggerito un ruolo positivo, di "agevolatore" della 
secrezione, in molti altri casi, si concretizza l'ipotesi secondo cui le SM svolgano un 
ruolo negativo, regolatore dei livelli di secrezione. 
Nel lievito, la delezione genetica in SEC1, SLY1 o VPS45 provoca 
un'accumulazione di vescicole alla membrana ( Cowles, C.R., et aL, 1994; Novick, 
P., an d Schekman, R. 1979; Ossig, R., et aL, 1991; Robinson, ].S., et aL, 1988; 
Wada, Y., et aL, 1990). Diverse mutazioni di Unc-18 portano all'accumulazione 
dell' Ach nelle terminazioni nervose di C. elegans e provocano difetti motori e dello 
sviluppo (Hosono, R., et aL, 1992). Tali difetti sono corretti, quando la proteina 
selvatica esogena viene reintrodotta (Gengyo-Ando, K, et aL, 1996). In D. 
melanogaster Rop mutata porta alla mancata secrezione di prodotti cellulari 
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nell'embrione e ad una ridotta risposta sinaptica ad uno stimolo luminoso 
(Harrison, S.D., et aL, 1994; Harrison, S.D., et aL, 199 5). Anche in questo caso 
l'aggiunta esogena di Rop può riportare ad un fenotipo normale. N el topo Knock-out 
per M un c 18-1, il rilascio di neurotrasmettitore alla terminazione presinaptica è 
completamente abolito ( Verhage, M, et aL, 2000). Cellule cromaffmi isolate da 
embrioni di topi Knock-out mostrano un' esocitosi dieci volte inferiore rispetto alle 
cellule selvatiche, dove Munc 18-1 sembra giocare un ruolo nel processo di docking 
( Voets, T., et aL, 2001). Peraltro il docking è normale nelle sinapsi neuronali del 
sistema nervoso centrale degli stessi topi Knock-out, suggerendo che l'azione 
fondamentale di Munc 18 deve collocarsi nelle fasi tardive dell'esocitosi, successive 
al docking ( Verhage, M, et aL, 2000). 
Anche negli adipociti è stato messo 1n evidenza un ruolo di regolatore 
positivo. L'aver-espressione di un peptide di Munc 18-3 incapace di legarsi alla 
sintaxina 4 impedisce la traslocazione di vescicole contenenti GLUT4 alla 
membrana plasmatica (Thurmond, D.C., et aL, 2000). Altri esperimenti, che 
utilizzano un mutante termosensibile di Munc 18-3, mostrano come la proteina 
possa facilitare la fusione delle vescicole contenenti GLUT4 con la membrana 
plasmatica. La mutazione provoca un cambiamento conformazionale che impedisce 
a Munc 18-3 di legarsi alla sintaxina (Thurmond, D.C., and Pessin,J.E., 2000). 
Nonostante tali evidenze, appare verosimile per le proteine SM un ruolo 
opposto, come regolatore negativo. Innanzitutto perchè la principale caratteristica 
delle SM è di legarsi alle sintaxine ( Garcia, E.P., et aL, 1994; Grabowski, R., and 
GaJlwitz, D., 1997; Hata, Y., et aL, 1993; Nichols, BJ., et aL, 1998; Pevsner, f., et 
aL, 1994b; Sogaard, M, et aL, 1994) impedendo la formazione del core complex del 
complesso SNARE (Araki, S., et aL, 1997; Dulubova, L, et aL, 1998; Pevsner, f., et 
aL, 1994a; Reed, G.L, et aL, 1999). Inoltre l'aver-espressione di Rop blocca 
l'esocitosi in Drosophila, e il blocco è abolito dalla contemporanea aver-
espressione della sintaxina ( Schulze, K.L., et aL, 1994; Wu, MN., et aL, 1998), che 
confermerebbe la tesi secondo cui il legame di SM alla Sintaxina impedisce la 
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formazione del complesso (Dulubova, L, et aL, 1998; Yang, B., et aL, 2000). Allo 
stesso modo l'aver-espressione di Munc 18-2 nelle cellule epiteliali inibisce la 
liberazione dell'emoagglutinina (HA) del virus dell'influenza Orthomyxovims 
influenzae (Riento, K, et aL, 2000). Nelle cellule p del pancreas, l'aver-espressione 
di un peptide ricavato dalla sequenza di Munc 18-1 (dal dominio 2) o di un 
anticorpo anti-Munc 18-1 facilita la liberazione dell'insulina, che confermerebbe il 
ruolo negativo (Zhang, W., et aL, 2000). L'overespressione di Munc 18-2 nelle 
cellule epiteliali provoca la riduzione della quantità di sintaxina 3 in complesso con i 
suoi partners SNARE, SNAP-23 e V AMP-3 (Riento, K, et aL, 1998), e nei 
mastociti inibisce l'esocitosi (Martin- Verdeaux, S., et aL, 2003). Anche 
l'overespressione di Munc 18-3 inibisce la traslocazione delle vescicole contenenti 
GLUT4 (Tamori, Y., et aL, 1998) e blocca la loro fusione in una linea di adipociti 
impedendo il legame con VAMP-2 alla Sintaxina 4 (Thurmond, D.C., et aL, 1998) 
e diminuisce la traslocazione di GLUT4 verso i tubuli trasversi nelle cellule del 
muscolo scheletrico (Khan, A.H., et aL, 2001). 
Esiste quindi una dualità funzionale delle proteine SM, che è stata dimostrata 
per Rop con l'ausilio di 4 mutazioni puntiformi. Due di esse portano ad un 
fenotipo in cui si assiste ad una importante riduzione della liberazione di 
neurotrasmettitore sia spontanea che regolata, mentre le altre due mutazioni 
provocano un aumento della secrezione regolata. Questi risultati suggeriscono che 
in vivo Rop è un regolatore limitante l' esocitosi che agisce sia positivamente che 
negativamente sulla neurotrasmissione ( Wu, MN., et aL, 1998). Allo stesso modo, 
mutazioni puntiformi su Munc 18-2, che fanno variare la sua affinità di legame per 
la Sintaxina 3, hanno condotto alle stesse conclusioni: un mutante inibiva e uno 
aumentava il trasporto di HA alla membrana apicale delle cellule endoteliali 
(Riento, K, et aL, 2000). 
N el modello di Misura il modo in cui M un c 18-1 e la Sintaxina interagiscono 
lascia una grande superficie libera a Munc 18-1. Essa potrebbe allora interagire con 
altre proteine. Queste proteine potrebbero intervenire facendo cambiare 
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conformazione a M une e/ o alla Sintaxina, permettendo quindi il rilascio della 
Sintaxina e la sua interazione con le SNARE. I principali candidati sono UNC-
13/Munc13 e RIM (Rab3 interacting molecule). Munc13-1 si lega ad una regione 
amminoterminale di sintaxina1 (Betz, A., eta/., 1997) e una regione aminoterminale 
di Unc13 sposta sintaxina da Une 18 (Sassa, T., et aL, 1999). Inoltre RIMe Munc 
13 interagiscono in maniera funzionale, probabilmente RIM regola l'attività di 
priming di Munc 13 (Betz, A., et aL, 2001). Nei mutanti Une 13 che perdono 
completamente la capacità di rilasciare neurotrasmettitore, tale capacità è 
completamente restaurata dalla forma aperta di sintaxina (Richmond, J.E., et aL, 
2001). La stessa forma aperta di sintaxina ristabilizza l'esocitosi difettosa dei 
mutanti RIM, ma non la sintaxina selvatica (Koushika, S.P., et aL, 2001). In questo 
modello le due proteine agirebbero insieme per liberare la sintaxina dal suo stato 
chiuso, che la rende inaccessibile al legame con le SNARE, per permettere che 
l' esocitosi sia limitata alle zone attive. Questo modello crea un legame tra le Rab e 
le SNARE e sottolinea l'importanza dell'esocitosi di verificarsi solo al momento 
giusto e nel luogo giusto. Un meccanismo alternativo propone l'intervento della 
tomosina, una proteina neuronale, che lega la sintaxina e allontana Munc 18-1 
(Fujita, Y., et aL, 1998). Anche la CdKS potrebbe agire impedendo il legame con la 
sintaxina (Shuang, R., et aL, 1998) oppure le proteine Mints (Okamoto, M, and 
Siidhof, T. C., 1997), o infine la fosforilazione da parte della PKC (Fujita, Y., et aL, 
1996). 
Le proteine SM sarebbero dunque necessarie alla formazione del complesso 
SNARE di tipo trans e potrebbero promuovere la fusione creando una piattaforma 
favorevole alla formazione del complesso SNARE. Questo modello darebbe una 
giustificazione alle evidenze che dimostrano un ruolo positivo delle SM. Inoltre il 
secondo tipo di legame che alcune proteine SM attuano con le sintaxine in certi 
compartimenti cellulari ( Yamaguchi, T., et aL, 2002; Dulubova, L, et aL, 2002) 
conferma come le SM possano trovarsi preferenzialmente legate al complesso 
SNARE ( Carr, C.M, et al., 1999). Per meglio comprendere il loro ruolo non 
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nmane che integrare il modello attuale con altre possibili interazioni, come con 
Rab, Munc 13, o Mint. Un modello è proposto in figura 12. 
• / 
\ 
Fig.12 Modello del ruolo del complesso SNARE e loro interazione con le proteine Rab e/ o 
loro effettori (tratta da Misura, KM.S., et aL, 2000). a)Prima della formazione del complesso 
SNARE, Syntaxina 1 è legata in conformazione chiusa a Munc 18-1 e il complesso SNARE non 
si è formato. b) L'intervento di una Rab o di un effettore della Rab (Munc 13-1?RIM?) fanno 
cambiare conformazione a Munc 18-1, il che permette alla sintaxina una maggiore mobilità. c) il 
complesso S ARE si forma, benchè Munc 18-1 resti legata, oppure Munc 18-1 si dissocia e il 
complesso S ARE si puo' formare liberamente. 
2.3 La regolazione calcio-dipendente dell'esocitosi. 
Un rapido incremento della concentrazione citosolica del calcio rappresenta 
un segnale di stimolo all' esocitosi, condiviso da numerosi tipi cellulari. 
Quest'aumento puo' derivare dall'entrata di calcio presente all'esterno della cellula, 
come avviene nel caso delle cellule cromaffini, oppure dal suo rilascio dai depositi 
intracellulari, quali il reticolo endoplasmatico, come è il caso delle cellule esocrine 
pancreatiche. La concentrazione del calcio puo' essere modulata sia dalla 
distribuzione spaziale dei canali ionici che ne permettono l'entrata (SMOC-second 
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messenger operated channels-;VOC -voltage operated-, ROC -receptor operated- CRAC- Cri+ 
released activated-) (Segura~ f., et al., 2000 sia da meccanismi che rapidamente lo 
sequestrano (i mitocondri) ( O'Sullivan~ AJ., et al., 1989; Petersen, O.H., et al., 
1999) limitandone la rapida diffusione e quindi gli indesiderati effetti conseguenti 
(apoptosi). Esperimenti pionieristici di permeabilizzazione cellulare in un mezzo 
contenente calcio e le più recenti tecniche di patch-clamp hanno permesso di 
quantificare le concentrazioni del calcio necessarie a stimolare l'esocitosi in diversi 
tipi cellulari. Si è visto che l'e soci tosi che dipende dal calcio, viene evocata, 
considerando il debito errore sperimentale, da concentrazioni dell'ordine dell' 1-5 
J.!M. Tale risultato suggerisce che il compito di trasdurre il segnale del calcio al 
macchinario proteico responsabile della fusione di membrana sia affidato ad una 
molecola comune ai diversi sistemi cellulari. Ciò non esclude anche che esistano più 
proteine in grado di legare il calcio che condividono simili proprietà e 
caratteristiche. Ci sono naturalmente differenze fondamentali, ad esempio 1 
neutrofili possiedono diversi granuli che vengono mobilizzati dal calcio in maniera 
differenziale (Nusse, 0., et al., 1998; Sengelov, H., et al., 1993), in quanto 
l'aumento della sua concentrazione permette la liberazione secondo un prectso 
ordine delle diverse popolazioni granulari. In casi come questo è lecito ipotizzare la 
partecipazione di diversi sensori del calcio, al controllo della liberazione del 
contenuto granulare. 
Per comprendere la relazione tra il Ca2+ e l'esocitosi è importante tenere in 
considerazione la distribuzione spaziale dei granuli secretori e delle sorgenti di 
calcio (Neher, E., 1998; Segura~ f., et al., 200(]). Nella rapida neurotrasmissione le 
vescicole sinaptiche si localizzano vicine ai canali che fanno entrare il calcio, così 
quando il calcio entra, la risposta di fusione è immediata (Smith, SJ.~ and 
Augustine~ GJ., 1988). Misure della capacità di membrana in cellule fibroblastiche 
come le CH O hanno dimostrato come persino cellule non specializzate alla 
secrezione possiedano meccanismi di esocitosi regolati dal calcio. L' esocitosi calcio 
regolata potrebbe essere in effetti un fenomeno comune a tutte le cellule 
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( Coorssen, J.R., et al, 1996; Nimomiya, Y., et al., 1996). Una possibile spiegazione 
al fenomeno è che l' esocitosi coinvolga in questo caso i lisosomi. Ed in effetti si 
ritiene che i granuli secretori delle cellule ematopoietiche derivino evolutivamente 
da lisosomi modificati (Stinchcombe,J.C., and Griffiths, G.M, 1999). Del resto 
è stato dimostrato che anche in cellule non secretrici il contenuto dei lisosomi 
convenzionali possa essere esocitato (Martinez, L, et al., 2000; Rodriguez, A., et 
al., 1997). 
Il calcio non agisce esclusivamente come segnale di inizio. È stato dimostrato 
negli eosinofùi e nelle mast cellule che il suo ruolo nella fusione di membrana è 
diverso, esso agisce nelle fasi tardive della fusione. Se si porta la concentrazione del 
calcio a 1. 5 J.!M, il numero di granuli che fondono alla membrana non aumenta, per 
contro diviene più rapida la velocità di espansione del poro di fusione (Fernandez-
Chacon, R., and Alvarez de Toledo, G., 1995; Hartmann,J., and Lindau, M, 
1995; Scepek, S., et al., 1998). In questo caso una proteina legante il calcio 
potrebbe agire durante la fusione o immediatamente dopo. Non è da escludere in 
ogni caso che simili meccanismi si verifichino anche nelle cellule, in cui il calcio 
rappresenta un vero e proprio segnale di starter. 
2.3.1 Proteine sensori del calcio:le sinaptotagmine. 
Tra le possibili molecole sensibili al calcio che siano 1n qualche modo 
responsabili dell'esocitosi Ca2+ -dipendente, la principale candidata è la 
sinaptotagmina I (e i membri della sua famiglia). 
La Sinaptotagmina è una proteina dal peso molecolare di 65 KDa che si lega 
ai granuli/ vescicole grazie ad un dominio di transmembrana. Essa possiede due 
domini C2 localizzati nella parte citoplasmatica della sua sequenza, grazie ai quali 
lega 5 ioni calcio e i fosfolipidi (Brose, N., et al., 1992). Il dominio C2 è condiviso 
da numerose proteine del macchinario di fusione, ed è lo stesso motivo con cui la 
PKC lega il calcio e i fosfolipidi. Il legame con questi ultimi incrementa l'affinità di 
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legame per il calcio. Come la sinaptotagmina, anche Munc13, Rabfilina, RIM e 
Doc2 possiedono tali domini. 
La Sinaptotagmina lega anche il complesso SNARE (SoUner, T.P., et al., 
1993a) e canali ionici ( Charvin, N., et al., 1997). E' considerata il sensore del calcio 
nell'esocitosi rapida ( Chapman, E.R., 2002; Koh, T. W., and Bellen, H. f., 2003), 
ma pare abbia un ruolo anche nell'endocitosi (Poskanzer, KE., et al., 2003). Topi 
Knock-out per la Sinaptotagmina I ( Geppert, M, et al., 1994), mutanti di Drosophila 
(Di Antonio, A., et al., 1993; Di Antonio, A., and Schwartz, T.L., 1994; 
Litdeton,J.T., eta/., 1993) e di C. elegans (jorgensen, E.M, eta/., 1995), mostrano 
gravi difetti nella neurotrasmissione. Nelle cellule cromaffmi derivanti dai topi KO 
per sinaptotagmina I, l' esocitosi è fortemente ridotta, in particolare l' esocitosi 
rapida, mentre la componente più lenta del fenomeno è normale. In altre parole è il 
pool di granuli pronti ad essere scaricati, che possiede un difetto. Questo risultato 
suggerisce ed indica che in queste cellule la sinaptotagmina è il sensore del calcio 
del pool di granuli "vicini" alla membrana o in alternativa regola l'equilibrio tra le 
due popolazioni di granuli ( Voets, T., et al., 2001). In ogni caso in queste cellule 
ulteriori "sensori del calcio" devono agire. La sinaptotagmina influenza la cinetica 
di rilascio di ogni singolo granulo nelle cellule PC 12, suggerendo che essa funzioni 
durante la fusione di membrana a livello di formazione del poro di fusione ( Wang, 
C. T., et al., 2001). Anche nei fibroblasti l'esocitosi calcio-dipendente del contenuto 
lisosomale coinvolge la forma ubiquitaria della sinaptotagmina VII (Martinez, L, et 
al., 2000). 
2.3.2 Proteine sensori del calcio: la famiglia di NCS. 
Le molteplici azioni del calcio all'interno della cellula sono verosimilmente 
mediate da proteine che lo legano e che possono agire come tamponi o come 
sensori. I cosiddetti "sensori" del calcio, lo legano e cambiando conformazione, 
modulano l'interazione con targets specifici per agire come effettori della 
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trasduzione del segnale. I sensori del calcio o neuronal calcium sensor proteins (N CS 
proteins), sono una numerosa famiglia di proteine, i cui membri possiedono tutti 
dominii di tipo EF-hand per legare il calcio. Appartiene infatti alla superfamiglia 
delle EF-hand proteins, la calmodulina, proteina ubiquitaria, coinvolta in numerosi 
aspetti di regolazione del Ca2+ (Burgoyne, R.D., and ll7eiss, f.L., 2001). 
Le proteine NCS sono state identificate e sequenziate in numerose e diverse 
specie. Sono state quindi suddivise in cinque sotto-famiglie (Figura 13), qui elencate 
in ordine di comparsa evolutiva sulla base della loro identità di sequenza 
(Burgoyne, R.D., and Weiss,JL., 2001; BrauneweU, KH., and Gundelfinger, 
E.D., 1999): 
A) NCS-1/Frequenina; 
B) VILIPS (visinin-like proteins); 
C) Recoverine; 
D) GCAPs (guanylate ciclase activating proteins); 
E) KChlPs (Kv-channel-interacting proteins). 
La frequenina/N CS-1 è il solo membro della famiglia a possedere un omologo 
identificato in Saccharomyces cerevisiae, ed è estremamente conservata: l'isoforma 
umana condivide il 59°/o d'identità di sequenza con la proteina del lievito 
(Burgoyne, R.D., and Weiss, f.L., 2001; Hendricks, KB., et aL, 1999). Le 
VILIPS comprendono VILIP-1, VILIP-2, VILIP-3/neurocalcina 8 e l'ippocalcina. 
Le possibili funzioni non sono ancora state chiarite, ma i dati disponibili 
suggeriscono che svolgano un ruolo nella localizzazione dell'RNA (Mathisen, 
P.M., et aL, 1999), nell'apoptosi (Mercer, W.A., et aL, 2000) e nel traffico 
intracellulare (Ivings, L., et aL, 2002). Le recoverine e le GCAPs sono le uniche 
della famiglia ad essere tessuto-specifiche: sono espresse solo nei fotorecettori della 
retina, dove svolgono un ruolo nella fototrasduzione, regolando l'attività della 
rodopsina e della guanilato-ciclasi (Burgoyne, R.D., and Weiss, J.L., 2001, 
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Palczewski, K, et al., 2000). Infine le KChiPs, che sono state identificate solo nei 
mammiferi, sembrano controllare l'attività e/ o l'espressione di canali per il l(+ di 
tipo A (An, W.F., et al., 2000; Takimoto, K, et al., 2002), mentre ruoli alternativi 
sono stati evidenziati nella regolazione della trascrizione (Carri o n, A.M, et al., 
1999) e nella patogenesi della malattia di Alzheimer (Buxbaum, J.D., et al., 1998; 
Leissring, MA., et al., 2000). 
GCAP3 
GCAP1 
KChiP3 
Hìppocal 
VlLIP-3 
VlLIP-2 
VILIP-1 
.__ _____ Ncs-1 Fig.13 Relazione filogenetica delle proteine della famiglia 
NCS nell'uomo (figura tratta da Burgoyne, R.D., and Weiss,J.L., 2001). 
2.3.3 Struttura e localizzazione di NCS-1 
La struttura primaria di tutte le proteine appartenenti alla famiglia è simile 
(Burgoyne, R.D., and Weiss, J.L., 2001). NCS-1 non-miristoilata è stata 
cristallizzata (Boume, Y., et al., 2001), e la sua struttura è simile a quella della 
recoverina (Figura 14a). Come la recoverina, NCS-1 possiede 4 dominii EF-hand 
(EF1-EF4), ognuno dei quali presenta un'ansa di 12 amminoacidi, in grado di legare 
uno ione calcio. In realtà N CS-1 puo' legare in tutto 3 ioni Ca2+, poichè il primo 
dominio EF1 non è in grado di legarlo, a causa di una conservata sostituzione 
cisteina-prolina nella sopracitata ansa, (Ames, J.B., et al., 1997; Zozulya, S., and 
Stryer, L., 1992). 
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a) b) 
Fig.14 Struttura della recoverina miristoilata nelle sue due forme: libera dal calcio e legante il 
calcio. (Figura tratta da Burgoyne, R.D., and Weiss, ].L., 2001) e struttura della NCS-1 
cristallizzata non miristoilata, legante i 3 ioni Ca2+ nei domini EF-hand (Figura tratta da Bourne, 
Y., et al., 2001). 
E' stata inizialmente determinata la conformazione della recovenna non 
miristoilata, che lega un solo ione Ca2+ nell'EF-3 (Flaherty, KM, et al., 1993). 
Successivamente grazie a tecniche di spettroscopia N.MR è stata risolta la struttura 
miristoilata priva di Ca2+ (Tanaka, T., et al., 1995) e non miristoilata con due ioni 
Ca2+ nei due domini di legame funzionali: EF2 e EF3 (Ames, ].B., et al., 1997). In 
assenza di calcio, il gruppo miristoilico è nascosto in una tasca idrofobica formata 
dai residui di EF1 e da residui aminoacidici derivanti da altre eliche. Dopo il legame 
con il Ca2+, il gruppo miristoilico esce dalla tasca e si ritrova in soluzione acquosa, 
lasciando una superficie idrofobica esposta, in grado potenzialmente di legare 
proteine target, mentre il dominio N -terminale ruota di 45° rispetto al dominio C-
terminale (Ames, ].B., et aL, 1997). Il legame con il calcio, permettendo la 
fuoriuscita del gruppo miristoilico, permetterebbe l'associazione della recoverina 
alla membrana (Ames, ].B., et aL, 1997; Zozulya, S., and Stryer, L., 1992; Ray, 
S., et al., 1992). 
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Nonostante le similitudini con la recoverina, NCS-1 presenta una struttura 
unica: una fenditura nella sua struttura al C-terminale, di natura idrofobica, che si 
distingue dalla tasca per il gruppo miristoilico della recoverina e rappresenta un 
possibile sito di legame per una proteina target ancora ignota. (Bourne, Y., et aL, 
2001). In ogni caso il gruppo miristoilico è fondamentale nel governare il legame 
con il calcio e nell'indurre cambiamenti conformazionali in NCS-1. Il Ca2+ viene 
legato in maniera più forte ed efficiente rispetto alla proteina non miristoilata e 
questo potrebbe rappresentare un ruolo cruciale nell'attività fisiologica della 
proteina, ossia nella modulazione della secrezione del neurotrasmettitore e nel 
signalling dei fosfoinositidi (Jeromin, A., et aL, 2004). 
L'osservazione che il gene codificante per N CS-1 nel lievito è essenziale 
(Hendricks, K.B., et aL, 1999) suggerisce che NCS-1 svolga un ruolo generale e 
conservato non esclusivamente neurone-specifico. N CS-1 / frequenina è stata infatti 
isolata in cellule neuroendocrine (McFerran, B. W., et aL 1998) e in numerose 
cellule non-neuronali ( Guild, S.B., et aL, 2001; Weisz, O.A., et aL, 2000; Guo, W., 
et aL, 2002; Mora, S., et aL, 2002; Boume, Y., et aL, 2001), tra cui i mastociti 
(Kapp-Bamea, Y., et aL, 2003) e i neutrofili, come dimostrato da un articolo 
incluso in questa Tesi. 
Gli studi di localizzazione subcellulare dimostrano che la maggior parte della 
N CS-1 endogena è citosolica o associata al Golgi e a membrane del trans Golgi 
Network (Taverna, E., et aL, 2002; Bourne, Y., et aL, 2001; Martone, M.E., et aL, 
1999). E' stata anche trovata in piccole quantità su strutture vescicolari o alla 
membrana plasmatica (O'Callaghan, D. W., et aL, 2002; Tavema, E., et aL, 2002; 
Chen, XL., et aL, 2001). Probabilmente, in maniera analoga alla recoverina, che 
dopo legame con il Ca2+ viene ancorata alla membrana plasmatica grazie al gruppo 
miristoilico, altri fattori, come recettori specifici o partners proteici possono essere 
coinvolti nella localizzazione di N CS-1 in uno specifico compartimento. 
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2.3.4 Le possibili funzioni di NCS-1 
NCS-1 è stata inizialmente identificata in mutanti di Drosophila, in cui la sua 
aver-espressione causa una facilitazione frequenza-dipendente del rilascio di 
neurotrasmettitore (MaUart, A., et al., 1991; Pongs, 0., et al., 1993). Si è spiegato 
questo risultato con il fatto che il calcio, che aumenta durante una serie di ripetitive 
depolarizzazioni di membrana, attiva la frequenina, che faciliterebbe il rilascio di 
neurotrasmettitore. Peraltro il meccanismo molecolare che porterebbe a questo 
risultato non è stato ancora chiarito. 
L'aver-espressione di NCS-1 aumenta la trasmissione spontanea ed evocata 
del n euro trasmettitore alla giunzione neuromuscolare in Xaenopus Laevi ( Ola!Sson, 
P., et al., 1995), aumenta l'esocitosi Ca2+ -dipendente dei granuli densi delle cellule 
PC12 (pheor:hromorytoma cells) (McFerran, B. W., et al., 1998), aumenta la facilitazione 
attività-dipendente alla sinapsi del calice di Held (Tsujimoto, T., et al., 2002) e 
facilita l'apprendimento e la memoria in Caenorhabditis elegans ( Gomez, M, et al., 
2001). Questi risultati stabiliscono chiaramente che NCS-1 deve rivestire un 
importante ruolo nella trasmissione sinaptica. NCS-1 potrebbe aumentare la 
secrezione neuronale aumentando il numero di contatti sinaptici o il numero di 
vescicole per contatto sinaptico. In effetti si è visto che entrambi i fenomeni si 
verificano in X. laevi, dove l' overespressione porta ad. un aumento del numero e 
della taglia dei contatti sinaptici ( Wang, C. Y., et al., 2001). Nelle PC12 aumenta il 
numero di vescicole pronte al rilascio (Koizumi, S., et al., 2002; Rajebhosale, M, 
et al., 2003) e aumenta la capacità di fusione a livello di singola vescicola 
(Rajebhosale, M., et al., 2003). 
Importanti intuizioni sul possibile meccanismo d'azione di N CS-1 sono state 
stimolate grazie a studi intrapresi nel lievito. La frequenina, il corrispondente di 
NCS-1 nel lievito, interagisce con PIK1, una delle due fosfatidil-inositolo-4-
idrossichinasi del lievito (Hendricks, K.B., et al., 1999). Il legame della frequenina 
a PIK1, che è Ca2+ -indipendente, aumenta l'attività della chinasi di 3-10 volte. 
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Anche le NCS-1 endogene di mammifero interagiscono con la PI4I<P di tipo 
III (omologo di PIK1) in cellule neuronali, cellule cromaffini e in mastociti 
(Tavema, E., et al., 2002, Pan, C. Y., et al., 2002; Kapp-Bamea, Y., et al., 2003) e 
in cellule COS, l'attività in vitto della chinasi puo' essere stimolata (Zhao, X., et al., 
2001). Questi dati suggeriscono che NCS-1 puo' modulare i livelli dei fosfoinositidi, 
che sono implicati nella regolazione di vari eventi del traffico di membrana. 
NCS-1 sembra essere coinvolta anche nell'espressione e nella regolazione dei 
canali voltaggio dipendenti per il I<+ e il Ca2+ ( Weiss, J.L., and Burgoyne, R.D., 
2002). L'aver-espressione di NCS-1 aumenta l'ampiezza di correnti al potassio 
(Nakamura, T. Y., et al., 2001; Guo, W., et al., 2002). Tale fenomeno si spiega in 
parte grazie alla capacità di N CS-1 di aumentare il traffico di proteine canale da una 
regione perinucleare alla superficie cellulare. Da un altro lato potrebbe grazie ad 
una diretta seppur debole interazione osservata, portare il canale da uno stato di 
inattivazione ad uno attivato (Nakamura, T. Y., et al., 2001, Guo, W., et al., 2002). 
Cambiamenti di espressione mediati da N CS-1 alla superficie cellulare ( Wang, 
C. Y., et al., 2001; Rousset, M., et al., 2003) e nelle velocità di 
attivazione/ disattivazione ( Tsujimoto, T., et al., 2002; Weiss, J.L., and 
Burgoyne, R.D., 2002) sono stati visti anche per canali al calcio. 
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III. Due esempi di cellule infiammatorie che utilizzano 
l'esocitosi per esplicare la loro funzione. 
3.1 I granulociti neutrofili umani. 
I granulociti neutrofili polimorfonucleati (PMN) sono i leucociti più 
abbondanti del sangue (costituiscono il 60-70°/o dei globuli bianchi totali in 
condizioni fisiologiche). Sono inoltre i primi a migrare nel sito d'infiammazione, 
dove svolgono un ruolo cruciale per i meccanismi di difesa. In tale sede, infatti, si 
esplica la loro attività, che prevede l'ingestione del microrganismo estraneo, in un 
vacuolo di fagocitosi (il fagosoma), e il successivo scarico in esso di potenti 
sostanze microbicide ( Witko-Sarsat, V. et al., 2000). A questo ruolo antimicrobico 
si combina però un ruolo pro-infiammatorio, poiché, durante il processo di rilascio 
degli agenti antibatterici nel fagosoma, il granulocita contribuisce ad amplificare il 
danno ai tessuti circostanti, secernendo parte dei fattori citotossici nell'ambiente 
extracellulare. 
I PMN sono cellule di 12-15 J.lm con nucleo polilobato, che si dividono tra 
un pool circolante, presente nei grandi vasi sanguigni, e in un pool marginato nei 
capillari. Un danno tissutale promuove la produzione di mediatori infiammatori, 
che inducono la comparsa di molecole di adesione implicate nel processo di locale 
fuoriuscita dal vaso del pool marginato. Il neutrofllo, tramite specifici recettori, 
aderisce alle cellule endoteliali e, guidato da un gradiente chemiotattico, attraversa la 
parete delle venule per giungere nel sito infiammatorio. Qui esso riconosce il 
microrganismo infettante, di norma, tramite recettori per molecole che rivestono il 
batterio, dette opsonine, quali anticorpi di tipo IgG e i frammenti C3b e C3bi del 
complemento ( Witko-Sarsa~ V. et al., 2000). Il legame recettoriale induce 
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l'emissione di pseudopodi attorno al microrganismo con conseguente formazione 
del fagosoma, in cui verranno scaricate le sostanze citotossiche (Henson, P.M, et 
al., 1992). Queste sostanze vengono immagazzinate durante la maturazione del 
neutrofùo in diversi tipi di granuli, che in seguito ad attivazione cellulare fondono la 
loro membrana con quella del fagosoma, ove il loro contenuto viene scaricato. 
Contemporaneamente, parte del contenuto granulare viene secreto all'esterno. La 
regolazione di questo evento è cruciale per la comprensione sia dei meccanismi di 
difesa, sia dei meccanismi di danno infiammatorio. 
3.1.1 Meccanismi microbicidi. 
L'importanza che i meccanismi antibatterici dei neutrofili rivestono nel 
difendere l'organismo dalle infezioni è enorme ed è provata dall'esistenza di diverse 
malattie ereditarie, spesso incompatibili con la vita, causate da difetti dei singoli 
processi che esamineremo ( Witko-Sarsat, V. et al., 2000). 
I meccanismi per l'uccisione dei microrganismi possono essere distinti in due 
grosse categorie: 
1) meccanismi ossigeno-dipendenti; 
2) meccanismi ossigeno-indipendenti. 
Meccanismi ossigeno dipendenti 
L'uccisione del microrganismo è determinata dal rapido assemblaggio e 
dall'attivazione del complesso NADPH-ossidasico, che ossida l'NADPH e riduce 
l'ossigeno (Oz) ad anione superossido (02). Questo dismuta, spontaneamente, 
oppure per intervento della superossidodismutasi (SOD), formando acqua 
ossigenata (H20z) e ossigeno (Klebanoff, SJ., and Clark, P.A .. , 1978). Le due 
reaztoru sono: 
202 +NADPH 
NADPH-ossidasi 
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La produzione di anione superossido dipende dal corretto assemblaggio della 
NADPH-ossidasi, di cui alcune componenti si trovano localizzate sulla membrana 
plasmatica, mentre altre sono solubili nel citosol. Durante la fagocitosi queste 
ultime si associano a quelle di membrana, formando il complesso enzimatico attivo, 
che progressivamente viene racchiuso nel fagosoma, dove l'anione superossido e 
l'acqua ossigenata prodotti vanno a diretto contatto con il microrganismo ingerito, 
e dove, grazie alle ridotte dimensioni del vacuolo, possono raggiungere alte 
concentrazioni. Nel contesto del fagolisosoma la NADPH-ossidasi è funzionante, 
ma 1'02- e l'H20 2 prodotti in questo modo, che di per sé possono avere una certa 
attività antibatterica, sono insufficienti per indurre sempre la morte del batterio in 
modo rapido ed efficiente. In ogni caso l'anione superossido, reagendo con altre 
molecole prodotte nella cellula attivata (H20z, monossido di azoto), genera altri 
potenti ossidanti, come il radicale idrossile (OH)e perossinitriti (ONOO), in grado 
di esercitare un'importante azione citocida diretta, anche in assenza di componenti 
granulari. L'efficienza del sistema è inoltre assicurata da un altro fattore che i 
granuli azurofili riversano dopo fusione con il fagosoma (fenomeno detto di 
degranulazione): l'enzima mieloperossidasi (MPO). Questo enzima, consente la 
formazione di un potente ossidante microbicida. In presenza di un alogenuro come 
il cloro (Ct), laMPO riduce l'acqua ossigenata ad acqua e genera l'acido ipocloroso 
(CIO-) dotato di potente attività microbicida, grazie alla sua attività ossidante 
( Klebanoff, SJ. et aL, 19 7 8): 
Quindi il meccarusmo ossigeno-dipendente combatte l'agente patogeno 
costringendolo in un ambiente reso altamente pro-ossidante, che può favorire la 
formazione di legami crociati tra le proteine, l' alogenazione di queste, la 
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lipoperossidazione e l' ossidazione di aminoacidi, inducendo la morte del 
microrganismo. Per la sua ottimizzazione è comunque fondamentale il processo 
secretorio, senza il quale la parte svolta dalla MPO non si potrebbe realizzare. 
Il processo di uccisione e distruzione del microorganismo è associato ad una 
progressiva variazione del pH. Inizialmente si assiste ad una alcalinizzazione (pH 8) 
seguita da un leggero abbassamento del p H, che si porta a valori neutri nei primi 1 O 
minuti di formazione del fagosoma, quando ad agire sono i fattori citocidi, la cui 
funzione risulta ottimale a questo pH. Successivamente, l'ambiente si acidifica, 
favorendo l'attività degradativa delle idrolasi acide (Henson, P.M., et al., 1992). 
Meccanismi ossigeno-indipendenti 
All'uccisione del batterio, durante la fase di pH neutro, partecipano anche 
proteine contenute nei granuli che vengono scaricate, mediante esocitosi, nel fago-
lisosoma, tra cui la lattoferrina, illisozima, la proteina BPI (bactericidal-permeability 
increasing) e le defensine (Henson, P.M. et al., 199 2). Come abbiamo già detto, 
successivamente le idrolasi acide, anch'esse provenienti dalla degranulazione dei 
granuli azurofili, degradano il batterio. È in questa fase finale che il pH raggiunge 
valori di 4-5, il pH ottimale per l'attività di questi enzimi (Klebanoff, SJ. et 
al., 1978). Quindi i meccanismi battericidi dipendono in gran parte dal processo 
secretorio del contenuto granulare (degranulazione) nel vacuolo di fagocitosi: quelli 
ossigeno -dipendenti per l'apporto di MPO, gli altri per l'apporto di proteine 
battericide. 
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Fig.15 Meccanismo di fagocitosi: a) errùssione degli pseudopodi attorno al microrganismo; b) 
rappresentazione dei principali meccanismi antibatterici. 
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3.1.2 I granuli secretori. 
Nei neutro fili umaru esistono quattro popolazioni principali di granuli: 
azurofili, specifici, granuli contenenti gelatinasi e vescicole secretone. 
L' etereogeneità di tali classi è dovuta a differenze morfologiche e funzionali, poiché 
il loro contenuto e i tempi di secrezione sono specifici. La loro biogenesi segue il 
percorso di differenziazione del granulocita. 
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Fig.16 Schema rappresentativo della granulogenesi, che evidenzia la correlazione tra 
stadi di maturazione del neutrofù.o e le proteine sintetizzate (figura tratta da Borregard, N., and 
Cowland,J.B., 1997). 
Granuli azurofili (o primari), elettrondensi e con diametro di circa 320 nm, 
sono i primi a comparire allo stadio di promielocita. La loro formazione termina 
allo stadio di mielocita, quando cominciano a comparire i granuli specifici. N ella 
cellula matura i granuli azurofili sono, tra i vari tipi di granuli, in numero minore, 
perché, quando cessa la loro formazione, le cellule continuano a replicarsi ed i 
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granuli vengono suddivisi tra le cellule figlie che, al contrario, continuano a 
produrre altri tipi di granuli. 
Sono caratterizzati dal loro contenuto di mieloperossidasi (MPO) e di altre 
sostanze battericide, oltre che di tipici enzimi lisosomali. La MPO, che è uno dei 
più abbondanti (rappresenta il S0/o delle proteine totali del neutroftlo), come già 
detto, utilizza il perossido di idrogeno derivato dall'attività della NADPH-ossidasi 
per ossidare alogenuri, con generazione degli acidi ipoalogenosi, a loro volta potenti 
ossidanti, capaci di generare composti altamente tossici, grazie alla loro capacità di 
reagire con aminoacidi e acidi grassi. 
Questi granuli contengono anche il lisozima, capace di digerire il 
peptidoglicano della parete batterica di alcuni batteri Gram positivi (rompe il 
legame tra N-acetil-glucosamina e acido N-acetilmuramico), e la proteina BPI, che 
incrementa la permeabilità della parete batterica. Peptidi cationici di 30-33 
aminoacidi, ricchi in cisteina e arginina agiscono invece sul plasmalemma, 
formando dei pori di membrana. Essi vengono chiamati defensine, comprendono 
circa il S0/o delle proteine totali del neutroftlo e sono attive contro un ampio range 
di batteri (sia Gram positivi che Gram negativi) e virus. Tra i tipici enzimi 
lisosomali presenti, ricordiamo le idrolasi acide, come la ~-glucuronidasi, la 
catepsina G, le DNAsi e le RNAsi (Bainton, D., 1992). 
Granuli specifici (o secondari), più piccoli e numerosi degli azurofili, hanno 
un diametro di circa 240 nm (LoUike, K et aL, 1994). Quando cessa la produzione 
degli azurofili, allo stadio di mielocita, compaiono i granuli specifici, che per questa 
ragione si chiamano anche secondari. La loro produzione continua fino agli stadi 
terminali della differenziazione del neutroftlo. Contengono molto poca 
mieloperossidasi poiché anche la produzione di tale enzima cessa allo stadio di 
mielocita, così la proteina viene incamerata solo in alcuni di essi. Oltre a proteasi 
neutre, come la collagenasi e a qualche fattore battericida che agisce in sinergia con 
altri fattori degli azurofili, possiedono un notevole corredo di proteine di 
membrana, come le integrine ~2 (CD11b/CD18) e recettori per i fattori 
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chemiotattici, come il recettore per fM:LP (formil-metionil-leucil-fenilalanina). I 
granuli specifici quindi partecipano alla regolazione dell'espressione di recettori di 
membrana e molecole di adesione del granulocita neutrofilo. Anche il citocromo 
b558 (Cyt b558) è presente negli specifici e partecipa alla formazione del complesso 
enzimatico delle NADPH-ossidasi sulla membrana plasmatica (Roos, D., et aL, 
1996). È possibile inoltre che la lattoferrina (Henson, P. M., et aL, 1992) contenuta 
nella matrice dei granuli specifici, chelando il ferro, privi i microbi di importanti 
fattori di crescita. 
Più recentemente sono stati individuati altri due tipi di granuli: 
Granuli contenenti gelatinasi, hanno un diametro di 190 nm (Lollike, K, 
et aL, 1994), costituiscono circa il 25°/o di tutti i granuli perossidasi-negativi ed 
hanno una concentrazione di gelatinasi maggiore rispetto a quella dei granuli 
specifici. Probabilmente il significato della mobilizzazione di questi granuli è il 
rilascio della gelatinasi (proteina collagenolitica per il collagene IV e V). È stato 
osservato che la gelatinasi dei granuli specifici è diversa da quella dei granuli 
contenenti gelatinasi, perchè è complessata con la proteina NGAL (neutrophil 
gelatinase associateci lipocalin) (Borregard, N., et aL, 1993; Borregard, N., and 
Cowland, f. B., 199 7) 
Vescicole secretorie, hanno un diametro di circa 100 nm (Lollike, K, et aL, 
1994) e si caratterizzano per la presenza di fosfatasi alcalina ed albumina che è 
rilasciata durante il processo secretorio ( Gullberg, U., et aL, 1997). La membrana 
delle vescicole secretorie in aggiunta alla fosfatasi alcalina contiene l'integrina ~2 
CD11 b/CD18, il recettore per il fattore chemiotattico fMLP ed il Cyt b558, come gli 
specifici (Borregard, N., et aL, 1993, Roos, D., et aL, 1996). Questo quarto tipo di 
granuli compare allo stadio di granulocita maturo e la sua origine potrebbe essere 
endocitica, data la presenza di proteine plasmatiche come l'albumina (Borregard, 
N, and Cowland,J.B., 1997). 
L'estrema sensibilità con cm il neutrofùo risponde allo stimolo 
infiammatorio mediante la mobilizzazione delle vescicole secretorie, con il 
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risultante aumento di proteine di adesione a livello della membrana plasmatica, 
suggerisce che le vescicole secretorie assumono un ruolo primario nell'interazione 
del neutrofùo con l'endotelio e quindi nella migrazione transendoteliale 
(Borregard, N, et al., 199 3). 
GRANULI GRANULI GRANULI VESCICOLE 
AZUROFILI SPECIFICI CONTENENTI SECRETORIE 
GELATINASI 
Proteine antimicrobiche 
mieloperossidasi lisozima lisozima fosfatasi alcalina 
elastasi lattoferrina 
lisozima collagenasi 
BPI 
defensine 
catepsina G 
Recettori per 
C3bi C3bi C3bi 
fl\1LP fl\1LP C3b 
fibronectina Fcy 
laminina fl\1LP 
TNF LPS 
CD11/CD18 CD11/CD18 
Tabella 1: Alcuni dei componenti segregati nei granuli dei neutrofili umani 
(Borregaard, N. and Cowland,j. B., 1997). 
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3.1.3 Degranulazione e secrezione dei granulociti neutrofili. 
Come abbiamo già detto, il contenuto dei granuli può essere rilasciato nel 
fagosoma oppure nel medium extracellulare. Nel primo caso, fenomeno che viene 
detto degranulazione, il contenuto granulare viene solubilizzaro nel vacuolo di 
fagocitosi e partecipa ai meccanismi battericidi. La membrana granulare viene 
incorporata in quella del fagosoma ed eventualmente riciclata, mediante 
vescicolazione di questo, verso la plasmamembrana. (Kuijpers, T. W., et aL, 1991). 
Nel secondo caso, fenomeno noto come secrezione, il contenuto granulare 
citotossico viene secreto all'esterno, dove può danneggiare i tessuti. In questo caso 
la membrana granulare viene incorporata direttamente nella membrana plasmatica, 
cui può apportare recettori specifici (Henson, P.M, et aL, 1992). 
Secrczionè 
Fig17 Fenomeno della degranulazione e della secrezione. 
Mentre la degranulazione interessa sia i granuli azurofili che gli specifici, la 
secrezione vede coinvolti principalmente questi ultimi e, solo in condizioni 
particolari, i granuli azurofili. Uno stimolo secretorio, infatti, non necessariamente 
induce il rilascio di tutti i tipi di granuli, ma ogni tipo richiede che si verifichino 
condizioni particolari. Una di queste sembra essere un progressivo aumento della 
concentrazione di Ca2+ citosolico. Alla concentrazione di 300 nM [Ca2+i], infatti, 
64 
INTRODUZIONE: Capitrd<> lll 
vengono mobilizzati i granuli specifici ed a 7 50 nM quelli azurofili ( Sengelov, H:~ 
et aL, 1993). Inoltre è noto che i neutrofili durante la transmigrazione rilasciano gran 
parte del contenuto dei loro granuli specifici, ma non degli azurofili ( Wright;, D. G.:~ 
and Gallin:~J.L,1979). 
Infine, ulteriori studi hanno confermato che durante la transmigrazione 
l'ordine di secrezione è: vescicole secretorie >granuli contenenti gelatinasi >granuli 
specifici > granuli azurofili (Sengelov, H.:~ et aL, 1993; Witko-Sarsat;, V.:~ et aL, 
2000 ). Il significato funzionale di tale ordine non è solo la necessità di esporre 
recettori e molecole di adesione, ma anche rendere disponibili enzimi, come 
collagenasi e gelatinasi, atti a digerire la membrana basale dell'endotelio, così da 
favorire la migrazione del granulocita. Questo tipo di mobilizzazione avviene 
principalmente per via secretoria, attraverso la fusione del granulo con la 
membrana plasmatica. 
Mentre la secrezione dei granuli specifici favorisce la transmigrazione, è 
molto opportuno che durante questo processo la secrezione degli azurofili venga 
bloccata o comunque non favorita. È in questi organuli, infatti, che prevalgono 
fattori altamente citotossici ed istolitici che potrebbero arrecare gravi danni alle 
cellule endoteliali stesse (Sengelov, H.:~ et aL, 1993). 
Soltanto durante la fagocitosi i granuli azurofili riversano il loro contenuto nel 
fagosoma contemporaneamente a quelli specifici. È logico pensare che durante 
l'ingestione di microrganismi vengano annullati quei meccanismi che bloccano 
altrimenti la mobilizzazione azurofùa. Nonostante ciò, durante la fagocitosi, una 
parte non trascurabile del contenuto dei granuli azurofili può essere secreta 
all'esterno, causando danno ai tessuti circostanti. Il fatto che, per i granuli azurofili, 
degranulazione e secrezione siano collegati causalmente tra loro è sostenuto da 
alcune osservazioni sperimentali, ma la documentazione morfologica è ancora 
mancante. Inoltre 1 due fenomeni non sono mru stati quantizzati 
contemporaneamente nella stessa popolazione cellulare, perciò non è ancora noto 
se siano due aspetti dello stesso fenomeno, oppure se siano attuati secondo 
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meccanismi diversi e quindi diversamente regolati (Henson, P.M., et al., 199 2; 
Nath, f., et al., 1994; Fittschen, C., and Henson, P.M., 1994). 
Studi su neutrofili fagocitanti batteri e particelle di zymosan (pareti cellulari 
di lievito) suggeriscono che il processo di degranulazione e di secrezione 
extracellulare potrebbero essere la stessa cosa. Lo scarico di granuli in un fagosoma 
in via di formazione, che non si è ancora completamente chiuso, potrebbe risultare 
nel rilascio di componenti granulari all'esterno. Tale processo è comunemente noto 
con il termine di "rigurgito durante il pasto" (Henson, P.M., et al., 1992; 
Borregard N., and Cowlandf.B., 1997). 
È stata inoltre dimostrata un'altra forma di secrezione, che si realizza quando 
il neutrofùo aderisce ad un substrato troppo grande per essere fagocitato, e riversa 
il contenuto dei granuli (azurofili e specifici) nello spazio delimitato dai margini 
della cellula aderente. Analisi ultrastrutturali mostrano che, in questo caso, lo 
scarico avviene per fusione diretta del granulo con la membrana plasmatica. Tale 
processo è considerato simile alla fusione granulo-fagosoma, ma poiché non può 
avvenire l'internalizzazione, lo scarico è diretto verso l'esterno. Tale fenomeno è 
noto con il termine di "fagocitosi frustrata" (Henson~ P.M.~ et al., 1992). 
a) b) 
Fig18 Rigurgito durante il pasto (a) e fagocitosi frustrata (b) 
Sia il "rigurgito durante il pasto" che la "fagocitosi frustrata" suggeriscono 
comunque un'inefficienza o un'esasperazione di quello che è il normale processo di 
scarico dei granuli nel fagosoma, e potrebbero non essere sufficienti a spiegare da 
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soli il meccarusmo secretorio. Infatti, un sempre maggtor numero di evidenze 
suggerisce che esistono molteplici vie nel meccanismo molecolare di secrezione nei 
granulociti neutrofili (Henson, P.M, et al., 1992; Nath, f., et aL, 1994; Fittschen, 
C., and Henson, P.M, 1994) che presumibilmente sono controllate a livello del 
processo di aggancio della membrana granulare al sito di fusione. La secrezione è 
una funzione propria non solo dei neutrofili ma di molti tipi di cellule, tra cui 
cellule endocrine e nervose. Il meccanismo molecolare del processo secretorio è 
stato in parte svelato nelle cellule nervose ed è servito da modello per lo studio del 
meccanismo secretorio in altre cellule, come ad esempio i neutrofili. 
3.1.4 La secrezione nei neutrofili: trasduzione del segnale. 
La degranulazione è regolata dall'innesco di una complessa cascata di segnali, 
tra i quali ricordiamo: 
l'aumento nella concentrazione citosolica del Ca2+ e l'attivazione della 
proteinchinasi C (PKC) in seguito alla formazione di inositolo-1,4,5-trifosfato 
(I P 3) e diacilglicerolo (DA G) a partire dal fosfatidilinositolo-4,5-bifosfato (PIP :J; 
l'attivazione della fosfolipasi A2 e della fosfolipasi D e la conseguente 
modificazione dei fosfolipidi di membrana con formazione di acido 
arachidonico, acido fosfatidico e PIP 2; 
l'attivazione di membri della famiglia Rho (proteine G a basso peso molecolare). 
Proteine G trimeriche ad alto peso molecolare, associate a recettori di tipo 
serpentina (detti anche 7-transmembrane-domain receptors -7TMR) attivano la 
fosfolipasi C, che a sua volta catalizza la formazione di IP3 e DAG. Il Ca
2
+, 
mobilizzato dai depositi intracellulari dall' IP 3, e la parallela attività del DAG 
portano all'attivazione della PKC. L'attivazione della PKC può derivare anche 
dall'acido fosfatidico che si origina dall'idrolisi della fosfatidilcolina da parte della 
fosfolipasi D (PLD) (Berton, G., 1998). 
Anche la PLA2 viene attivata dai 7TMR. L'acido arachidonico, che essa 
produce in seguito ad attivazione, va ad innescare a sua volta, insieme al PIP 2 e a 
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membri di Ras, l'attivazione di membri di Rho. Questi ultimi sono essenziali per la 
regolazione dell'attività della NADPH ossidasi ed agiscono anche su targets che 
regolano la degranulazione come PLA2 e PLD. Inoltre le proteine Rho sono 
essenziali componenti nella regolazione della degranulazione, grazie alla loro 
capacità di indurre riarrangiamenti localizzati del citoscheletro. Questo possibile 
ruolo regolatorio è in apparente contraddizione con gli effetti della citocalasina B, 
che in seguito a disassemblaggio dei microfllamenti di actina, porta alla 
degranulazione. Ma il riarrangiamento del citoscheletro Rho-mediato è un processo 
altamente dinamico e localizzato: la depolimerizzazione dei microfùamenti di actina 
tra i granuli e la superflcie delle membrane è accompagnata dalla polimerizzazione 
in regioni opposte, dove può assicurare una driving force per il processo di fusione. 
Quindi la citocalasina B potrebbe semplicemente ridistribuire i granuli alla periferia 
della cellula, consentendo una fusione artiflcialmente indotta con la membrana 
(Berton, G., 1998). 
L'aumento del Ca2+ citosolico risulta importante nello scarico differenziale 
dei granuli (Sengelov, H, et aL, 1993), nella regolazione della PKC e 
probabilmente in quella delle proteine strettamente correlate all'aggancio delle 
vescicole nella formazione del complesso SNARE. Nei neutrofili umani a livello dei 
granuli contenenti gelatinasi e dei granuli speciflci si è trovata la sinaptobrevina 2, 
che è una v-SNARE. Essa, in seguito ad un aumento della concentrazione di Ca2+ 
citosolico, trasloca sulla membrana plasmatica, dove è stata trovata una proteina t-
SNARE: la sintaxina 4. Ma accanto alle SNARE e alle proteine ad esse associate, la 
fusione eterotipica coinvolge un gruppo di proteine, le annessine, che media le 
interazioni tra i fosfolipidi carichi negativamente dei granuli e la membrana 
plasmatica (Berton, G., 1998). 
Le annessine espresse nei neutrofili sono l'annessina I, la II, la III, la IV, la 
VI, la VII e la XI (Berton, G., 1998). Esse legano, in maniera Ca2+ -dipendente e ad 
alta afflnità, lipidi di membrana come l'acido fosfatidico (che si forma per azione 
della fosfolipasi D), la fosfatidilserina e il fosfatidilinositolo. Questa loro proprietà 
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fa delle annessine dei buoni candidati come promotori della fusione di membrana. 
Inoltre si è dimostrato che, in presenza di Ca2+, le annessine inducono 
l'aggregazione dei granuli e la loro fusione con i liposomi (Borregard, N., et aL, 
1992). Si assiste poi ad una redistribuzione delle annessine dal citosol alla 
membrana plasmatica o a quella dei granuli, in risposta ad agonisti della 
degranulazione, o come conseguenza di un aumento nella concentrazione 
citoplasmatica di Ca2+ (Movitz, C., et aL, 1999). Tale ridistribuzione mostra 
soprattutto una selettività per le diverse popolazioni di granuli e potrebbe spiegare 
la necessità di diverse concentrazioni di Ca2+, richieste per una specifica attivazione 
del processo secretorio. L' annessina III e la XI si associano principalmente con i 
granuli specifici. Inoltre, il legame dell' annessina II e della XI alle vescicole 
secretorie e ai granuli specifici mostra una Ca2+ -dipendenza diversa rispetto al 
legame con i granuli azurofili (Berton, G., 1998; Sjolin, C., and Dahlgren, C., 
1996). 
In sintesi, abbiamo visto come il calcio sia un rilevante protagonista nel 
fenomeno della degranulazione, e, anche se, per molti aspetti, devono essere chiariti 
i suoi molteplici ruoli, esso è fondamentale per l'attivazione della PKC, per il 
funzionamento delle annessine e per l'assemblaggio del complesso tra le proteine di 
tipo SNARE. Questo ione, come nei neuroni, potrebbe facilitare la fusione 
direttamente o indirettamente. Infatti esistono proteine che sono modificate in 
seguito al legame con il calcio e che sono coinvolte in vari processi, tra cui quello 
della secrezione (vedi paragrafo 2.3.3 Struttura e localizzazione della NCS-1). 
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I mastociti. 
I mastociti, a differenza dei granulociti neutrofùi, sono cellule esclusivamente 
tissutali, le cui dimensioni variano tra i 9 e i 30 J.lm a seconda delle condizioni in cui 
si trovano. Appaiono infatti rotondeggianti all'osservazione con il microscopio 
ottico, se si trovano in sospensione, ma assumono un aspetto fusiforme o stellato, 
quando sono aderenti alla matrice extracellulare nei tessuti. Il loro nucleo è circolare 
e normalmente decentrato. I granuli citoplasmatici, particolarmente abbondanti, 
rappresentano il 50-80°/o del volume cellulare. 
I mastociti si trovano in tutti gli organi: nei tessuti connettivali della pelle 
(Mikhail, G.R., and, MiUer-Mihnska, M., 1964), dei polmoni ( Connell, f. T., 
1971), dell'apparato digerente (Norris, H. T., et aL, 1963) e urogenitale ( Gupta, 
R.K, 1970), ma anche negli organi linfoidi, ad eccezione della milza, e nelle mucose 
dello stomaco e dell'intestino. Sono ugualmente presenti a livello di ossa, di 
cartilagini, fegato, reni e ghiandole surrenali. Sono stati messi in evidenza anche nel 
cervello (Silver, R., et aL, 1996). Si situano tipicamene in prossimità di vasi 
sanguigni, di nervi, di vasi linfatici e epiteli, distribuzione che conferisce loro un 
ruolo di "sentinella", poichè si ritrovano in zone d'ingresso di potenziali aggressori 
(Mota, L, 199 5). 
I mastociti sono cellule ematopoietiche che non maturano completamente 
nel midollo osseo, ma vengono rilasciate nel torrente sanguigno sotto forma di 
progenitori indifferenziati. E' nel tessuto periferico che i progenitori finiscono il 
loro differenziamento e acquisiscono una diversità fenotipica grazie a fattori micro-
ambientali, come l'SCF (S tem Celi Factot), un fattore di crescita specifico per i 
mastociti (Kitamura, and, Miyoshi, L, 1978), l'NGF (Neroe Growth Factot) (Aloe, 
L., and, Levi-Montalcini, R., 1977) o alcune citochine (IL-3, IL-4, IL-6 e IL-9 
( Valent, P., 1995). I progenitori circolanti nell'uomo sono stati isolati e sono 
caratterizzati dall'epressione di c-Kit (recettore per il SCF), CD34 e CD13, ma non 
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esprunono ancora FcERI. Questa popolazione è in realtà costituita sta da 
progenitori, sia da cellule bipotenti che possono differenziarsi in monociti o in 
mastociti (Kirshenbaum, A.S., et al., 1999). Attualmente non si conoscono i fattori 
che permettono di dirigere i progenitori nel tessuto specifico, a causa 
dell'impossibilità di contare e caratterizzare le cellule, presenti nel tessuto, 
distinguendole su basi morfologiche. 
3.2.1 Mast cellule connettivali e mucosali. 
I progenitori mastocitari rappresentano una linea cellulare unica dalla quale si 
originano differenti fenotipi cellulari nei diversi tessuti, ma anche all'interno dello 
stesso tessuto (Friend, D.S., et al., 1996; Gurish, MF., et al., 1995; Stevens, R.L., 
et al., 1994). Ciò nonostante, sulla base delle loro proprietà istochimiche, sono stati 
classificati due tipi di mastociti murini, che riflettono due fenotipi nel tessuto 
connettivale e nelle mucose (Enerback, L., 1966). I mastociti connettivali o CTMC 
(Connective Tissue Mast Ce/~ o MCTc (Tryptase-Chymase) si differenziano per 
localizzazione e per l'espressione di alcune pro te asi, come la chimasi, dai mastociti 
mucosali o MMC (Mucosa/ Mast Ce/~ o MCT (Tryptase). (Friend, D.S., et al., 1996; 
Gurish, MF., et al., 1995; Stevens, R.L., et al., 1994). La presenza di proteoglicani 
diversi è causa delle differenze istochimiche: l'eparina che si trova nelle CTMC e il 
condroitinsolfato presente nelle MMC (Stevens, R.L., 1986; Tantravahi, R. V., 
1986). Per i mastociti umani questa tipo di discriminazione è impossibile da 
effettuare, poichè, per esempio, nei polmoni, i mastociti esprimono sia l'eparina sia 
il condroitin solfato (Stevens, R.L., et al., 1988). Per quanto riguarda i mediatori 
prodotti, le MMC producono poca istamina e più leucotrieni, mentre le CTMC 
producono più istamina e prostaglandina PGD2 (Heavey, DJ., et al., 1988). Si è 
visto che, sia nell'uomo che nel topo, le MMC dipendono in qualche modo dai 
linfociti: l'assenza di linfociti T porta alla scomparsa delle MMC, mentre le CTMC 
restano costanti (Irani, A.M, et al., 1987). 
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Le MMC, che si localizzano nelle mucose vicino ai linfociti T, aumentano in 
corso di patologie allergiche e parassitarie, i mastociti CTMC, che esprimono 
chimasi, triptasi, la carbossipeptidasi e la catepsina G sono predominanti nel tratto 
gastro-intestinale, nella pelle, e aumentano durante le fibrosi. 
3.2.2 Ruolo fisio-patologico dei mastociti. 
I mastociti, localizzati attorno ai vasi sanguigni, si trovano in una posizione 
chiave per la sorveglianza immunitaria, contribuiscono così alla reazione di difesa 
dell'ospite e allo stesso tempo intervengono nella cascata infiammatoria. Le mast 
cellule hanno un ruolo riconosciuto nei fenomeni allergici, nell'asma, nell'artrite 
reumatoide, nella malattia fibrotica, nel rigetto da trapianto, o ancora nell'ischemia 
(Church, M.K, and Levi-Schaffer, F., 1991). Esse possono anche intervenire nei 
processi di fibrosi agendo sulla proliferazione dei fibroblasti, i quali, a loro volta, 
aumentano la sopravvivenza dei mastociti ( Church, M.K, and Levi-Schaffer, F., 
1997; Garbuzenko, E., et aL, 2002). Possono inoltre agire nella cascata 
coagulatoria, liberando eparina e proteasi (KeUey, J.L., et aL, 2000), e avere un 
ruolo nella fibrinolisi (SiUaber, C., et aL, 1999; Stack, M.S., and Johnson, D.A., 
1994). 
I mastociti sono ugualmente all'origine delle reazioni immunitarie acquisite e innate 
(Galli, SJ., et aL, 1999). Oltre alla loro capacità di influnzare la risposta immunitaria 
secernendo citochine o mediatori preformati, alcuni esperimenti suggeriscono che 
possano svolgere un ruolo come cellule presentanti l'antigene (APC) (Mecheri, S., 
and David, B., 1991). Esprimono infatti sulla loro superficie MHC II (complesso 
maggiore di istocompatibilità di classe II) (Dimitriadou, V., et aL, 1998; Poncet, 
P., et aL, 1999). Possono giocare un ruolo principale nelle reazioni d'immunità 
innata contro certe infezioni batteriche, in particolare nel recrutamento dei leucociti 
circolanti che possiedono proprietà battericide, o secernendo loro stesse TNF-a 
(Echtenacher, B., et aL, 1996; Galli, SJ., et aL, 1999). Alcuni composti batterici, 
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come LPS, possono indurre direttamente la degranulazione (Malaviya, R., et al., 
1999), mentre altri patogeni la attivano grazie al sistema del complemento 
(Prodeus, A.P., et al., 1997). Sono noti anche fenomeni di internalizzazione dei 
batteri nei mastociti, grazie al sistema delle caveolae (Shin, JS., et al., 2000). La 
prova del ruolo fondamentale nelle infezioni batteriche è dimostrata dal fatto che 
topi mastociti-deficienti \\(//W), contrariamente ai topi selvatici, non sopravvivono 
a una peritonite infettiva (Malaviya, R., and, Abraham, S.N., 2000). Certe 
proteine, come la proteina L di Pneumococcus magnus e la proteina A di S tafilococcus 
aureus possono interagire direttamente con il FcERI e attivare i mastociti (PateUa, 
V., et al., 2000a), ma anche proteine virali, come la gp 120 dell'HIV, o la proteina Fv 
del virus dell'epatite HBV e HCV (PateUa, V., et a~ 2000a; PateUa, V., et al., 2000b) 
attivano la degranulazione. Questi studi dimostrano come i mediatori mastocitari, 
quali il TNF-a, il leucotriene B4 e le chemochine abbiano un ruolo nel 
reclutamento dei neutrofili e nella clearance batteriche nel sito di infezione. 
Come abbiamo visto i molteplici ruoli delle mast cellule dipendono dall'espressione 
di diversi recettori alla superificie (Tabella 2) alcuni dei quali, come il recettore 
FcERI possono stimolare l'esocitosi e quindi liberare i mediatori infiammatori 
preformati, contenuti nei granuli secretori. 
RECETTO RE LI GAND O CARATTERISTICHE 
Recettori per la parte F c delle Ig 
RfcEI IgE 
Rfcyl (indotto dall'IFNg) IgG Recetto ti implicati nelle reaz10n1 
Rfcyii (CD32) IgG anafilattiche 
RFcyiii (CD16) 
IgG 
Recettori per i fattori di crescita 
IL3-R (CD123) IL3 
IL4-R IL4 Attivazione della crescita e della 
IL9-R IL9 differenziazione 
IL10-R IL lO 
IFNa-R IFNa Inibizione della crescita e della 
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IFNy-R (CD119) 
TGFP-R 
Recettori tirosin-chinasi 
c-kit (CD117) 
NGF-R 
Recettori per le chemochine 
CCR2 
CCR3 
CCRS 
CXCR2 
CXCR4 
Molecole di adesione 
Integrine ~1 
VLA-2 
VLA-4 
VLA-5 
VLA-6 
Integrine fi2 
LFA-1 
Integrine fi3 
VNR 
Recettori del complemento 
CR3 (2 isotipi) 
CRS 
Recettori per l'apoptosi 
IFNy 
TGFP 
SCF 
NGF 
MCP-1-4 
Eotaxina1/2, MCP-2-4, RANTES 
MIP-1a, MIP-1p, RANTES 
IL-8, NAP-2 
SDF-1a 
LanUnina,collagene 
Fibronectina, VCAM-1 
Fibronectina 
Larninina 
ICAM-1/2 
Vitronectina, 
trombospondina 
C3a 
C Sa 
fibronectina, 
Fas-R (CD95) Fas 
TRAIL (TNF receptor-like apoptosis 
inducing ligand) 
Recettori di patogeni 
CD48 
CD28 
TLR-2,-4,-6,-8 
FimH 
LPS, proteina A 
LPS 
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differenziazione 
Differenziazione 
Crescita, 
attivazione 
differenziazione 
Cherniota ttismo, degranulazione 
e 
Regolazione delle interazioni 
intercellulari e/ o con le proteine 
della matrice extracellulare 
Attivazione della degranulazione 
Regolazione dell'apoptosi 
Riconoscimento dei batteri, 
liberazione di TNFa 
Tabella 2: Principali recettori di membrana dei mastociti. 
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3.2.3 E soci tosi composta ( compound exocy tosis) ed esocitosi 
multigranulare. 
E' stato dimostrato che la degranulazione dei mastociti permette la 
liberazione di tutto il contenuto dei granuli citoplasmatici (Hide, L, et al., 199 3). 
Per mobilizzare la quasi-totalità dei loro granuli, i mastociti, possiedono un sistema 
d'esocitosi, che permette loro di fondere più granuli attraverso lo stesso poro di 
fusione (Anderson, P., et al. , 1973). Questo tipo di esocitosi è definita composta (o 
compound exorytoJii) (Alvarez de Toledo, G., and Fernandez, ].M., 1990) e 
prevede una fusione di un granulo con la membrana plasmatica, seguita dalla 
fusione dei granuli successivi sulla membrana del primo granulo (Figura 20). Anche 
i neutrofili utilizzano questo meccanismo di fusione di tipo granulo-granulo 
( Chandler, D.E., et al., 1983; Lollike, K , et al., 2002) 
Fig.20 Esocitosi composta. 
o o 
o o o 
o o 
Un secondo tipo di meccanismo, particolarmente frequente nei basofili, è l'esocitosi 
multigranulare. In questo caso la fusione dei granuli tra loro precede la fusione di 
"camere di degranulazione" con la membrana plasmatica (D vorak, A.M., et al. , 
1981). Questi due meccanismi potrebbero verificarsi contemporaneamente nei 
mastociti e nei basofili. 
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a) 
b) 
Fig.19 Mastocita peritoneale di ratto a riposo (a) e dopo liberazione dei suoi granuli secretori 
(b). 
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3.2.4 L'esocitosi regolata via recettore ad alta affinità per le IgE. 
Il recettore ad alta affinità per la parte Fc delle immunoglobuline di tipo E 
(IgE), FcERI, è espresso solo dai mastociti e dai basofili (Metzger, H, et al., 1986) 
e non deve essere confuso con il recettore per le IgE a bassa affinità, FcERII o 
CD23, che è espresso dai linfociti, dai macrofagi, dagli eosinofili e dalle piastrine 
(Ravetch, f. V., and .Kinet, JP., 1991). FcERI è un eterotetramero costituito da 
una catena a, altamente glicosilata, che lega l'IgE, da una catena p, idrofoba e non 
glicosilata, che aumenta la capacità di trasduzione del segnale del recettore 
(Dombrowicz, D., et al., 1998), e da un dimero di catene y, legate tra loro da un 
ponte disolfuro (Blank, U., et al., 1989), che portano due motivi ITAM, 
responsabili della propagazione del segnale all'interno della cellula. 
L'interazione FcERI-IgE induce un'aumento dell'affinità delle 
immunoglobuline per l'antigene ( Ortega, E., et al., 1990). Quando complessi 
FcERI-IgE adiacenti riconoscono uno stesso antigene multivalente, i recettori si 
aggregano e scatenano l'attivazione di un segnale a cascata, che conduce alla 
degranulazione (che si attiva quando 1'1 °/o dei recettori aggrega). I recettori aggregati 
si ritrovano immobilizzati in seguito ad associazione con il citoscheletro (Menon, 
A.K, et al., 1986) e quindi vengono rapidamente internalizzati in vescicole di 
clatrina (Furuichi, K, et al., 1984). I recettori internalizzati sono allora degradati 
rapidamente. Dopo aggregazione, i motivi ITAM delle catene p e y sono fosforilati, 
grazie all'attivazione di protein tirosin chinasi o all'inibizione di fosfatasi 
(Benhamou, M., et al., 1990). Questa rapida fosforilazione sembra essere dovuta 
all'attivazione, tramite auto fosforilazione, della tyrosin chinasi Lyn della famiglia Src 
(jouvin, M.H., et al., 1995), che viene reclutata nel sito d'azione. Essa è 
normalmente ancorata alla membrana, grazie ad un gruppo miristoilico, ma è stato 
dimostrato che una piccola frazione di recettori FcERI la presentano associata in 
maniera costitutiva alla catena p ( Yamashita, T., et al., 1994). I residui fosforilati in 
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ITAM delle catene p e y reclutano a loro volta la tirosin-chinasi p 72Syk, che 
appartiene alla famiglia delle PTK Zap70 (Benhamou, M., et aL, 1993) e che viene 
attivata dalla fosforilazione ad opera di Lyn ( Sharenberg, A.M., et aL, 199 5) o per 
autofosforilazione, in seguito a cambiamento conformazionale dovuto al legame 
con gli ITJ\.M fosforilati di y (Kimura, T., et al., 1996). La p72Syk sarebbe a sua 
volta responsabile della fosforilazione su residui di tirosina di numerosi substrati tra 
cui la PLCy, all'origine della cascata biochimica che porta allo scarico dei granuli 
secretori (Costello, P.S., et aL, 1996). 
L'aggregazione del recettore provoca un aumento della concentrazione 
citosolica del calcio. Il Ca2+ è un segnale fondamentale per l' esocitosi dei mastociti, 
ma l'aumento citosolico della sua concentrazione non è uno stimolo sufficiente, per 
permettere la liberazione dei granuli secretori: cellule della linea RBL-2H3 (Rat 
basophilic leukemia), depletate della PKC, e permeabilizzate per l'entrata del Ca2+, 
non degranulano (Ali, H., et aL, 1989). Inoltre, attivatori della PKC, come il PMA 
(phorbol 12-myristate 13-acetate) associato a ionofori del calcio, promuovono la 
degranulazione ( Sagi-Eisenberg, R., and Pecht, L, 1984). La sua concentrazione 
aumenta inizialmente perchè liberato dalle riserve intracellulari, in seguito tale 
aumento permette l'ulteriore entrata di ioni Ca2+ extracellulari attraverso canali 
ionici (Hoth, M., and Penner, R., 1992). Responsabile di tale flusso di Ca2+ è la 
PLCy, attivata da p72Syk, che produce il diacilglicerolo (DAG) e l'inositolo 1,4,5-
trifosfato (lP 3), dall'idrolisi di fosfolipidi di membrana. L'IP3 libera Ca
2+ dal RE, 
mentre il DAG attiva la proteinchinasi C (PKC), una serin-treonin chinasi, che 
insieme al Ca2+ gioca un ruolo fondamentale nelle tappe finali della degranulazione. 
L'aggregazione del recettore FccRI non porta solamente all'attivazione della PLCy. 
Altri percorsi di signalling non conducono allo scarico dei granuli, ma alla neosintesi 
di mediatori. E' il caso ad esempio dell'attivazione di PLA2 (fosfolipasi A2) 
responsabile delle formazione di mediatori lipidici a partire dall'acido arachidonico. 
Essa viene attivata via MAP chinasi, che a loro volta sono attivati via le proteine G 
a basso peso molecolare Ras e le chinasi Raf. 
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IV Un esempio di correlazione tra secrezione e patologia: i 
corpi dell'asbesto. 
4.1 Amianto e patologie correlate. 
Amianto o asbesto è il nome comunemente adottato per indicare un gruppo 
di silicati fibrosi di origine naturale contenenti magnesio, ferro, sodio e calcio, 
ampiamente impiegati nell'edilizia e nell'industria. L'utilizzo di questi silicati è 
aumentato progressivamente nella prima metà del ventesimo secolo, in particolare 
durante la seconda guerra mondiale, ma è stato messo al bando dalla fine degli anni 
'70, dopo che nei lavoratori delle miniere di amianto e nei loro familiari, è stato 
osservato un aumento dell'incidenza di cancro polmonare (Montes, LL, et aL, 
2005). 
Visto che le fibre di amianto sono incombustibili, insolubili e resistenti all'usura, 
vengono considerate indistruttibili e, proprio grazie a queste proprietà, se inalate o 
ingerite, rimangono a lungo nell'organismo, in particolare nel tessuto polmonare, in 
quanto sono biopersistenti (Montes, LL, et aL, 2005). Pare che le fibre più lunghe, 
tipicamente quelle appartenenti alla famiglia degli anfiboli (amosite e crocidolite) 
possano giungere in profondità nell'albero respiratorio e permanervi a lungo 
(Davis, f.M. G., et aL, 1986), mentre le fibre più corte e flessibili della famiglia dei 
serpentini ( crisotilo) tendono a formare degli aggregati, che possono, almeno in 
parte, essere rimossi per l'azione combinata del muco e del movimento dell'epitelio 
cigliato (Robbins, S.L., and Cotran, R.S., 2003) Le fibre di diametro minore 
raggiungono facilmente i bronchioli respiratori e gli alveoli polmonari dove 
possono essere fagocitate dai macrofagi alveolari, che, attivati, innescano una 
79 
DVTRODUZJO)VE', CHpito!o IV 
risposta infiammatoria, rilasciando citochine quali IL-1, TNF-a, IL-6, GM-CSF, 
PGE2 già nelle prime 24 ore dall'esposizione, e ancora IL-1~, TNF-a, IL-6, PGE2 
nei pazienti esposti all'amianto da almeno 10 anni (Perkins, R.C., et aL, 1993). Le 
fibre possono anche essere eliminate dal sistema linfatico. Al fine di indurre tutti gli 
effetti citotossici, le fibre di asbesto devono essere fagocitate dalle cellule bersaglio. 
Si è infatti osservato che, aumentando la fagocitosi delle fibre, la citotossicità 
dell'asbesto aumenta notevolmente, mentre se la fagocitosi viene in qualche modo 
ridotta, diminuisce anche la citotossicità (Liu, W., et aL, 2000). 
Nella genotossicità e nella citotossicità dell'amianto hanno un ruolo centrale i 
radicali liberi che vengono prodotti dalle cellule in risposta all'esposizione 
all'asbesto seguendo due meccanismi: 
- a) Il ferro contenuto nelle fibre provoca un aumento della produzione di radicali 
liberi dell'ossigeno (RLO), in particolare di •oH, attraverso delle reazioni 
catalizzate dal ferro (Hardy,J.A., and Aust; A.E., 1995). 
-b) In seguito all'attivazione delle cellule infiammatorie come i macrofagi alveolari 
e i granulociti neutrofili, vengono prodotti sia RLO (in particolare.OH), sia radicali 
liberi dell'azoto (RLA, in particolare ·oNOO), che sono in grado di alterare 
macromolecole biologiche tra le quali proteine, membrane cellulari e acidi nucleici, 
provocando disfunzioni cellulari, citotossicità e favorendo la trasformazione 
neoplastica (Kamp, D. W., et aL, 1992; Mossman, B. T., and Churg, A., 1998). 
Le tipiche patologie associate all'esposizione a fibre di amianto coinvolgono i 
polmoni e le membrane sierose, in particolare, le pleure. Distinguiamo patologie 
benigne, quali l' asbestosi nei polmoni e la fibrosi pleurica o le placche pleuriche, 
nelle pleure, ma anche patologie maligne e nefaste, come il carcinoma polmonare e 
il mesotelioma maligno. 
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4.1.1 Asbestosi e corpi dell'asbesto (Asbesto's Bodies, AB). 
L'asbestosi è una forma diffusa di fibrosi interstiziale bilaterale, indistinguibile 
macroscopicamente dalle fibrosi interstiziali indotte da altre cause, ma caratterizzata 
dalla presenza di strutture tipiche dette corpi dell'asbesto visibili al microscopio 
ottico. 
È una patologia progressiva e cronica, i cui sintomi sono molto variabili e non 
specifici; i più comuni sono: tosse secca, rantoli nella zona basale dei polmoni e 
dispnea, negli stadi avanzati (Montes, 1.1., et al., 2005) . L'asbestosi può provocare, 
nei pazienti affetti, oltre alle citate difficoltà respiratorie, ipertensione polmonare 
con ipertrofia del ventricolo destro. 
Studi epidemiologici hanno dimostrato che lo sviluppo dell'asbestosi richiede 
un'esposizione pesante all'amianto. In particolare è necessario superare una dose 
soglia sotto alla quale non si ha sviluppo della malattia, e il periodo di latenza è 
inversamente proporzionale al livello di esposizione e varia tra 12 e 20 anni 
(Mossman, B. T., an d Churg, A., 1998) 
........ 
Fig.21 Macrofagi alveolari umani, fagocitanti corpt dell'asbesto 1n una biopsia di tessuto 
polmonare in un paziente con marcata asbestosi. 
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I corpi dell'asbesto si formano su di uno stampo costituito da una fibra di amianto 
(Stewart~ MJ.~ and Haddo~ A.C., 1929). Si formano su tutti i tipi di fibre, ma 
più raramente sul crisotilo (fibre più corte di 1 O J.lm) e sempre sugli anfiboli (fibre 
più lunghe di 50 J.lm). In particolare quelli che si formano sulle fibre di crocidolite 
sono più corti, segmentati, hanno sezione tondeggiante o ellittica, mentre quelli che 
si formano sulle fibre di amosite sono lisci o segmentati, hanno diametro maggiore. 
4.1.2 Struttura, composizione, formazione e localizzazione dei corpi 
dell'asbesto. 
I corpi dell'asbesto sono formati da un core di asbesto, circondato da un 
rivestimento ferro-proteico di colore giallo-marrone, con lunghezza compresa tra 
30 e 200 J..lm (quelli di lunghezza inferiore a 1 O J.lm e maggiore di 50 J.lm sono rari ) 
e diametro di 1-6 J.lm ( Gaensler, E.A.~ and Addington~ W. W., 1969). La forma 
del corpo è variabile, a seconda della fibra che contiene: su fibre di crisotilo assume 
una forma ricurva, mentre su fibre di anfiboli, assume una forma più o meno diritta 
(Pooley, F.D.~ 1972). 
Per quanto riguarda la composizione chimica del rivestimento degli AB, sono state 
avanzate diverse ipotesi. 
Fu Cooke nel 1929 ad affermare per primo che il rivestimento degli AB contiene 
sia ferro sia proteine ( Cooke~ W. W., 1929), ipotesi confermata da Gloyne nel 1932 
( Gloyne~ S.R., 1932) La presenza di un involucro ferro-proteico è stata dimostrata 
anche da Sundius e Bygden (1937), i quali furono in grado di compiere un'analisi 
chimica sull'AB, e dichiararono la presenza di fosfato (6-9°/o), di zolfo (0-43°/o), di 
H20 (16°/o), di sostanze organiche (31°/o) e naturalmente di asbesto (4-6°/o) 
(Sundius~ N.~ and Bygden~ A., 1937). 
Tra il 1964 e il 1970, Davis pubblicò una serie di studi di microscopia elettronica 
sulla struttura e sulla formazione di AB e FB (corpi ferruginosi, di natura simile ai 
corpi dell'asbesto, ma originati da fibre di vetro o da silicati fibrosi diversi dalle 
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fibre di amianto) nei quali affermava che queste strutture s1 trovavano 
principalmente in sede intracellulare, in particolare all'interno delle cellule giganti, e 
che il rivestimento consiste in granuli piccoli e fittamente addensati, con diametro 
di circa 60A (Davis J.MG., 1964; Davis J.MG., 1970). In base alle osservazioni 
fatte sulla dimensione e sulla densità di questi granuli, ipotizzò che i granuli fossero 
costituiti da ferritina o emosiderina, teoria che venne effettivamente provata nel 
1969 da Suzuki e Churg i quali presentarono delle prove a sostegno dell'ipotesi che 
i granuli fossero costituiti da emosiderina ( Suzuki, Y., an d Churg, f., 1970). 
N el 1970 D avis analizzò, con delle colorazioni istochimiche, i granulomi ottenuti da 
polmoni di ratti, topi e porcellini d'india che erano stati esposti a fibre di Crisotilo, 
osservando una presenza massiccia di mucopolisaccaridi acidi (Davis J.M G., 
1970). 
In base a queste osservazioni Governa e Rosandra, nel 1972, esaminarono gli AB 
con colorazioni istochimiche specifiche per i mucopolisaccaridi, confermandone la 
presenza nel coating e avanzarono l'ipotesi che le fibre venissero inizialmente 
rivestite da mucopolisaccaridi acidi, rapidamente impregnate di ferritina o 
emosiderina, ed infine ricoperte di calcio, sottoforma di cristalli di apatite 
(Governa~ M, and Rosandra, C, 1972). 
La natura chimica del rivestimento ferro-proteico è stata analizzata nel 1972 da 
Pooley, tramite analisi di diffrazione fatte su sezioni di AB. I pattern di diffrazione 
degli AB ne hanno rivelato una struttura policristallina organizzata ad anelli il cui 
pattern di diffrazione è composto da particelle cristalline di dimensioni paragonabili 
al core ferrico della ferritina. In seguito si sono confrontati i pattern di diffrazione 
del materiale cristallino contenuto negli AB, con quelli ottenuti da ferritina 
proveniente da differenti fonti, e i risultati sembrano convalidare l'idea che il 
maggior costituente degli AB è proprio la ferritina, confermando così le ipotesi 
avanzate in precedenza da D avis, Suzuki e Churg. (Davis J.M G., 1964; Harrison, 
P.P.M, et al., 1967; Suzuki, Y., and Churg, f., 1970; Pooley, F.D., 1972). 
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Pooley suggerì anche che il coating degli AB fosse formato da materiale proteico, e 
che quindi il materiale che lo costituisce non conterrebbe solamente il core 
inorganico della ferritina; confermò inoltre la presenza di fosforo, probabilmente 
associato al core inorganico della ferritina, come era già stato dimostrato da 
Harrison nel 1967 (Harrison, P.P.M, et aL, 1967). 
Sono stati osservati sugli AB anche depositi di cristalli di ossalato; prodotti per 
ossidazione dell'ascorbato, tramite reazioni catalizzate dal ferro. Le reazioni di 
ossidazione, che portano ad un calo della quantità dell' ascorbato, provocano un 
deficit di composti antiossidanti e possono favorire il danno ossidativo nel 
polmone ( Ghio, AJ. , et aL, 2003). 
Tutti questi studi portarono alla conclusione che il coating degli AB viene ritenuto 
essere un rivestimento formato da ferro, proteine e altri materiali, ma l'esatta 
identificazione biologica dei suoi componenti è tuttora ignota. 
Per quanto riguarda il meccanismo di formazione degli AB, nel1970, Davis osservò 
che solamente le fibre che sono circondate dai macrofagi (i quali possono fondersi 
per dare cellule giganti multinucleate) vengono rivestite dal mantello ferro-proteico 
(Davis J.MG., 1970). Il fatto che i macrofagi depositino il ferro sulle fibre 
fagocitate, è avvalorata anche dal fatto che, queste cellule accumulano ferro durante 
le risposte infiammatorie innescate dall'esposizione alle fibre minerali (Koerten, 
H.K, et al, 1986). 
Da studi in vitto usando macrofagi peritoneali di topo, si è visto che le fibre di 
asbesto tendono ad attivare e far aggregare queste cellule, provocando l'innesco di 
una risposta infiammatoria cronica di tipo granulomatoso. Questi granulomi sono 
composti da macrofagi alveolari, cellule giganti multinucleate, fibroblasti, 
plasmacellule, mastociti e granulociti. I macrofagi e le cellule giganti che formano i 
granulomi, contengono spesso corpi d'inclusione neri contenenti ferro. All'interno 
dei granulomi si ritrovano i corpi dell'asbesto (Koerten, H.K, et al, 1990b). 
La formazione degli AB sembra essere quindi un processo extracellulare, che 
avviene in modo casuale, quando il macrofago entra in contatto con una fibra 
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troppo grande per poter essere fagocitata, in un ambiente ricco di ferro. I macrofagi 
che si trovano in prossimità delle fibre, vi aderiscono nel tentativo di fagocitarle. Se 
la fibra è troppo grande per essere fagocitata, verrà avvolta solo parzialmente, 
permettendo così la formazione di un micro-ambiente tra la cellula e la fibra. 
Questo genere di contatto stimola la secrezione del contenuto lisosomiale, che va a 
depositarsi nello spazio tra la fibra e il macrofago; quando nei lisosomi sono 
presenti composti del ferro, può iniziare la formazione dell'AB (Koerten, H.K, et 
al., 1990a). Pare necessaria quindi una deposizione di ferro sulla fibra su siti ad alta 
affinità, seguita dalla formazione di un aggregato tridimensionale o di precipitati di 
ferro (M ace, M.LJ., et al., 1980). 
Per quanto riguarda la morfologia degli AB, quelli estratti da polmoni umani 
appaiono segmentati e simmetrici; questo effetto può essere dovuto sia al deposito 
preferenziale di ferritina in siti specifici, sia ad un calo delle dimensioni di un 
iniziale rivestimento continuo. Man mano che la concentrazione delle fibre nei 
polmoni aumenta, la morfologia dei corpi cambia e compaiono delle nuove forme: 
il coating diventa più spesso, si formano delle fessure e le estremità si allargano 
dando all'AB un aspetto a "manubrio" (Morgan, A., and Holmes, A., 1985). 
Gli AB si trovano soprattutto all'interno del parenchima polmonare e negli alveoli 
polmonari, ma si possono anche incontrare in siti extrapolmonari, come reni, 
fegato, pancreas e milza (Langer, A.M., 1974),nei linfonodi regionali e nella parete 
addominale (Godwin M.C., and Jagatic f., 1970), nel cuore, nella ghiandola 
surrenale, nel cervello, nella prostata e nella tiroide (Auerbach, 0., et al., 1980). Si è 
visto che il numero di corpi presenti nei siti extrapolmonari è proporzionale al 
numero di AB nei polmoni (Auerbach, 0., et al., 1980). 
Gli AB sono stati rinvenuti nei pazienti affetti da asbestosi: in un numero 
compreso tra 7 e 70 x 106/ g di tessuto polmonare secco, da carcinoma polmonare 
e da mesotelioma: si ritrovano nel parenchima polmonare dei pazienti, in quantità 
variabile, in quanto questa patologia è strettamente legata all'esposizione 
all'amianto. Il core degli AB che si trovano in questi pazienti è formato sempre da 
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fibre di tipo anfibolo. Possono essere osservati anche in immagini al microscopio 
ottico di liquido pleurico, derivante da versamento, mentre raramente si vedono nel 
tessuto pleurico. Anche i tumori gastrointestinali (in particolare quello del colon) 
possono presentare corpi dell'asbesto. 
4.1.3 Significato biologico dei corpi dell'asbesto. 
Si ritiene che la formazione degli AB, sia un meccanismo di difesa messo in atto dal 
macrofago al fine di proteggere l'organismo dagli effetti citotossici delle fibre 
(Mace, MLJ., et aL, 1980). Studi più recenti hanno però dimostrato che gli AB 
possono anche causare un aumento del danno indotto dall'asbesto perché il 
rivestimento è caratterizzato da un'elevata concentrazione di ferro, che provoca un 
incremento della produzione di radicali liberi; inoltre il ferro presente sulla 
superficie dei corpi si è rivelato redox attivo (Hardy, J.A., and Aust, A.E., 1995) e 
in grado di provocare rotture a singolo filamento nel DNA di <I>X174RFI (Lund, 
L. G., et aL, 1994). 
Un'altra prova a favore dell'ipotesi di un ruolo degli AB nell'aumento del danno 
indotto dalle fibre, è data dal fatto che, come già citato in precedenza, nella loro 
struttura viene incorporato l'ossalato, prodotto per ossidazione dell'ascorbato, 
portando ad una riduzione della quantità di antiossidanti presenti nel tessuto 
polmonare e quindi a una maggiore suscettibilità al danno ossidativo ( Ghio, AJ. , et 
aL, 2003). 
Proprio a causa del sequestro di composti antiossidanti e della grande quantità di 
ferro redox che va a depositarsi sulla superficie dell'AB, è logico supporre che 
queste strutture contribuiscano ad aumentare il potenziale catalitico pro-ossidante 
delle fibre. 
Allo scopo di valutare questa ipotesi e per cercare di dare un contributo alla 
conoscenza del ruolo patogenetico svolto dai AB abbiamo cercato di purificarli e di 
valutare l'effetto della loro interazione con le cellule infiammatorie. 
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I complessi meccanismi di difesa che vengono messi in atto da un organismo 
in risposta ad un agente infettivo si traducono in uno stato generalmente definito 
come infiammazione, che rappresenta anche la base del processo di guarigione. Il 
processo infiammatorio, che viene tipicamente scatenato per arginare un'infezione, 
è un fenomeno utile, che allo stesso tempo può però rappresentare un potenziale 
pericolo per la salute. Infatti, se si instaurano le condizioni che conducono ad 
un'infiammazione cronica Q'agente perturbatore non è eliminato, il processo di 
riparazione non è ultimato e l'equilibrio interno non è ristabilito) si possono 
verificare gravi danni tissutali e si possono addirittura creare le condizioni 
favorevoli alla crescita e alla progressione neoplastica. Per queste ragioni risulta 
importante capire in dettaglio quali siano i meccanismi che lo regolano, al fine di 
favorirlo o di ostacolarlo, a seconda della necessità. 
Il processo secretorio è uno degli eventi di base più importanti per l'innesco 
dello stato d'infiammazione e per l'attività anti-batterica delle cellule infiammatorie. 
Lo scarico del contenuto dei granuli secretori dei mastociti nell'ambiente 
extracellulare ha un notevole potenziale pro-infiammatorio e il killing dei granulociti 
neutrofili si realizza in un micro-ambiente che imprigiona agenti infettanti, il 
fagosoma, reso altamente tossico dal rilascio al suo interno, delle sostanze 
microbicide contenute nei granuli secretori. 
Appare sempre più chiaro che le modalità di regolazione dell' esocitosi pur 
potendo essere specifiche da cellula a cellula, seguono uno schema unitario, dal 
neurone al mastocita. Ad un segnale percepito da specifici recettori, la cellula 
secretoria costruisce un complesso proteico che aggancia la faccia esterna della 
membrana granulare alla faccia interna della membrana plasmatica, favorisce la 
fusione tra le due membrane e quindi lo scarico del contenuto granulare all'esterno. 
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In questa tesi di dottorato ho voluto affrontare lo studio del meccanismo 
molecolare del processo secretorio in due tipi di cellule infiammatorie, i granulociti 
neutrofili e i mastociti, come problema fondamentale per la comprensione dei 
meccanismi che innescano il processo infiammatorio. In particolare ho studiato la 
localizzazione sub-cellulare e il possibile ruolo fisiologico di alcune delle proteine 
che partecipano alla regolazione della formazione del complesso di fusione: le 
proteine Munc 18. Questo progetto di ricerca integra lo studio di localizzazione 
subcellulare nei granulociti neutrofili umani di una proteina che lega il calcio ed è 
implicata nei processi di secrezione: la proteina N CS-1. Inoltre ho potuto 
partecipare ad un progetto che mette in relazione l'attività secretoria dei granulociti 
neutrofili con particolari strutture cristalline, ricche di sali di ferro e di proteine, che 
si vengono a formare su di un supporto costituito dalla fibra di amianto: i corpi 
dell'asbesto. In tale studio si mette in evidenza la relazione che intercorre tra 
l'infiammazione indotta dall'amianto ed il potere carcinogeno di queste fibre. Le 
relazioni che intercorrono tra il processo infiammatorio e la crescita neoplastica 
sono infatti molto strette. Le cellule infiammatorie producono citochine capaci di 
inibire l'espressione di geni anti-tumorali (p53), stimolare l'angiogenesi e produrre 
radicali liberi noti per il loro potere mutageno. A vendo avuto l'opportunità di 
disporre di alcune biopsie post-mortem di mesoteliomi, ottenuti da campioni prelevati 
a scopo diagnostico, ho affrontato il problema della potenziale azione patogenetica, 
pro-infiammatoria e pro-neoplastica dei "corpi dell'amianto". Attualmente si ritiene 
che queste curiose strutture non abbiano un ruolo patogenetico, ma rappresentino 
un meccanismo di difesa dell'organismo che consente di isolare le fibre e che quindi 
annulla il loro potere citotossico. Tuttavia alcune evidenze dimostrerebbero il 
contrario. È stata messa a punto dal mio laboratorio di appartenenza una 
metodologia mediante la quale è possibile isolare i corpi dell'amianto per studiare 
direttamente il loro ruolo pro-infiammatorio. 
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Neuronal Calcium Sensor-1 (NCS-1) 
. 
In Human 
Neutrophils and HL-60 cells. Inflammation, Vol. 27, No.6, 
December 2003. 
N CS-1 è una proteina appartenente alla famiglia dei sensori del calcio di tipo 
EF-hand. È stata caratterizzata nei neuroni e in cellule neuroendocrine, ma anche in 
cellule ematopoietiche, come i mastociti. In questo studio si dimostra l'espressione 
di NCS-1 nei granulociti neutrofùi umani e nelle cellule della linea HL-60. NCS-1 è 
esclusa dai compartimenti endosomiali e lisosomiali tardivi nelle cellule HL-60 
differenziate con acido retinoico. Inoltre si dimostra che la proteina viene 
immunoprecipitata solo da frazioni di granuli azurofili e non da frazioni di granuli 
specifici, ottenute da gradienti discontinui di saccarosio caricati con i sopranatanti 
post-nucleari di granulociti neutrofili umani. Grazie a tali informazioni sulla sua 
precisa localizzazione subcellulare e considerato il suo coinvolgimento nei 
meccanismi di rilascio delle vescicole sinaptiche nei neuroni o dei granuli secretori 
nelle cellule neuroendocrine e nei mastociti, viene avanzata l'ipotesi che NCS-1 
possa essere coinvolta nei meccanismi calcio-dipendenti che discriminano la 
liberazione delle diverse popolazioni di granuli nei granulociti neutrofùi. 
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Identification an d Subcellular Localization of N euronal 
Calcium Sensor-1 (NCS-1) in Human Neutrophils 
and HL-60 Cells 
Cristiana Brochetta,1'2 Maria Giovanna Perrotta,1'2 Andreas Jeromin,4 
Maurizio Romano,2 Francesca Vita,2 Maria Rosa Soranzo,l Violetta Borelli,2 
Jobn Roder, 3 an d Giuliano Zabucchi2'5 
Abstract-Secretion in neutrophils is thought to be regulated in different ways for the different granule 
types. Specific granules are endowed with proteins which are related to docking and fusion events 
and are absent o n azurophilic granules. Furtherrnore, even if secretion of content from ali neutrophil 
granules is a Ca2+ -dependent process, a higher concentration of cytosolic calcium is required for 
azurophilic than for specific granule secretion. In this paper we show that human neutrophils and 
promyelocitic celis express neuronal calcium sensor-1 (NCS-1 }, a calcium binding protein involved 
in exocytosis in various celi types. Both mRNA and protein were found in mature cells and precursors. 
NCS-1 is shown to be mainly associated with azurophilic granules and, therefore could play an 
instrumental role in the calcium-dependent secretion of azurophilic granules. 
KEY WORDS: neutrophil; secretion; NCS-1; HL-60. 
INTRODUCTION 
Secretion is a key event in the process of both micro-
bicidal activity of neutrophils and histotoxic potential of 
these cells (l). In the former case the microorganism is 
engulfed and entrapped in a vacuole named phagosome. 
The neutrophil granules, which are of different types (l, 
2), rapidly associate with the phagosome. The two ap-
posed membranes subsequently fuse with each other and 
the highly cytotoxic granule content is discharged inside 
the phagosome (a process known as degranulation) (1). 
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2Dipartimento di Fisiologia e Patologia, Università di Trieste, Italy. 
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The cytotoxic granule components reach a very high con-
centration due to the small size of the phagosome inte-
rior. There the microorganism is killed and degraded by 
lysosomal enzymes (l). However neutrophils exibit al so 
a histotoxic potenti al mainly for three reasons (3, 4 ). The 
first is that during phagocytosis, degranulation starts be-
fore the phagosome closure and therefore part of the se-
creted granule content is released extracellularly (a pro-
cess known as "regurgitation during feeding"). The second 
depends on a direct fusion of secretory vesicles or granules 
with the inner face ofthe plasmamembrane (5), allowing 
the granule content to be directly discharged out of the 
cells; this process could be induced by various inflamma-
tory mediators acting mainly to adherent or cytochalasin 
B treated neutrophils (l). The third is the lysis ofthe cells, 
induced by bacterial toxins for instance, which makes free 
the granule content passively into the microenvironment 
Abbreviations: MPO, myeloperoxidase; NCS-1, neuronal calcium 
sensor-1; PNS, postnuclear supematant. 
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(4). Ofthese three possibilities, which altogether explain, 
a t least in part, the nature of the inflammatory damage, the 
first two require the active participation of the secretory 
process. 
Despite of its centrai role in the phagocyte phys-
iopathology the molecular mechanism of the secretory 
process is stili unclear. Various studies showed that the 
process is calcium dependent (6-8) and recently, follow-
ing the conclusions reached about the molecular mech-
anism of secretion in neuronal and neuroendocrine cells 
(reviewed in 9, 10), the importance of annexins (11-14) 
and SNARE components in this secretory process has been 
shown for neutrophils (15-20) and other phagocytes (21, 
22) as well, suggesting similar molecular mechanisms. 
Another group ofproteins engaged in the signal trans-
duction for starting secretion belong to the Ca2+ -binding 
EF -band protein family. This family includes proteins with 
two-three functional Ca2+ -binding domains. When Ca2+ 
is bound these proteins change their structure, allow myris-
toylation an d are thought to trigger Ca2+ -dependent events 
(23, 24). Members of this family are ubiquitous proteins 
such as calmodulin and tissue restricted proteins such as 
recoverin and NCS-1/frequenin (25). The frequenin (be-
cause of their enhancement of frequency-dependent fa-
cilitation of neurotransmitter release) subfamily includes 
neuronal calcium sensor-1 (NCS-1 ), the mammalian or-
thologue of frequenin (24, 25). The subfamily shows a 
well conserved structure, from yeast to mammals, with 
an average homology of 50% (26, 27). Frequenins and 
NCS-1 are expressedmainly in the nervous tissue (28-34), 
where they were shown to modulate neurotransmitter re-
lease (23, 24, 33, 35, 36) possibly acting on cytoskeletal 
structures (32, 33). NCS-1 (we will call NCS-1, the mam-
malian homologue throughout the paper and reserve the 
term "frequenin" for the originally homologue found in 
Drosophila (35) and Xenopus (28)) despite its name, is 
however not only expressed in neuronal cells, but also in 
chromaffin cells, where its overexpression enhanced se-
cretion in intact cells, suggesting a modulatory role in ex-
ocytosis (23, 32, 37, 38). Recently one ofus has shown that 
endogenous NCS-1 (22 kDa) is also expressed in epithe-
lial cells ofthe kidney (MDCK), where its overexpression 
can inhibit the constitutive release of neosynthetized pro-
te in (39) and the insulin stimulated GLUT-4 translocation 
in 3T3L1 adipocytes (40). These results suggest a more 
generai role ofNCS-1 in regulating either secretory func-
tions or even other aspects of the vesicular traffic. The 
mechanism through which NCS-1 regulates vesicle traffic 
and secretion is unknown, however various interactions 
between i t and other components of the transmembrane 
signalling process ha ve been reported. N CS-1 interacts 
with phosphatidyl inositol-4-kinase f3 (3, 39, 40, 41) and 
stimulates its enzymatic activity ( 42), activates guanylate 
cyclase (35), can substitute for calmodulin (24), can mod-
ulate N a+ /Ca2+ ioni c exchanger (35). Finally NCS-1 has 
been proposed to be a SNARE component (38, 43, 44) and 
hence to participate in the formation of the protein com-
plex which promotes the fusion between the membrane of 
the secretory organelle and the target membrane. However 
it is not yet clear if and how these features can relate to 
the secretory response. 
Presence and functions of NCS-1 have not been in-
vestigated in human neutrophils. In addition, the molec-
ular basis of Ca2+ dependence of the secretory process 
in neutrophils is completely unknown. We have therefore 
investigated the presence and subcellular localization of 
NCS-1 in neutrophils. 
In this paper, we show that primers designed on the 
basis ofrat/human NCS-1 cDNA sequence from brain al-
low us to amplify a fragment from either promyelocytic 
HL-60 cellline or mature neutrophil cDNA, which is iden-
tica} at the nucleotide basis to NCS-1 cloned from hu-
man brain ( 45). Furthermore we report that a 21.5-KDa 
protein, reacting with affinity-purified antibodies, raised 
against NCS-1, are present in HL-60 cells and human neu-
trophils mainly at the leve l of azurophilic, but not specific 
granules. 
These findings strongly suggest that NCS-1 could be 
considered a possible Ca2+ -sensor of neutrophilic granu-
locytes and offers the opportunity to study its functional 
role in these cells. 
MATERIALS AND METHODS 
Reagents 
Lymphoprep was purchased from Nycomed Pharma 
AS, Osio, Norway, Diff-Quik from Harleco, Philadel-
phia, PA. and Diisopropyl-fluorophosphate was obtained 
from Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, Wisconsin). 
Bovine serum albumin (BSA, fraction V), Rabbit IgG, 
Zymosan A, Retinoic Acid (RA) TRIS, HEPES, Triton-
X-100, Tween 20, sodium dodecyl sulphate (SDS), 4-
(2-aminoethyl)-benzenesulfonyl fluoride (AEBSF), Pep-
statin A, Leupeptin, Aprotinin, Phosphate Buffered 
Saline (PBS) and purified human IgG were from 
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Dextran T-500 
was purchased from Pharmacia (Uppsala, Sweden). {3-
Mercaptoethanol, Saponin were purchased from BDH 
Laboratory Supplies (Poole, England) and dimethyl 
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pimelimidate was purchased from Pierce (Rockford, IL). 
The other reagents were of the highest purity avail-
able. AH the reagents employed for the electrophoretic 
analysis were from Bio-Rad Laboratories (Hercules, 
CA). 
Ali solutions were m ade in pyrogen-free distilled wa-
ter for clinical use (Diaco, Trieste, ltaly). 
Human serum was prepared as a pool of 20-
25 sera from normal donors and stored in aliquots 
at -80°C until use. Goat serum was purchased from 
Sigma. 
Antibodies 
For revealing NCS-1 the antibodies were chosen 
accordingly to their technical features in preliminary 
experiments. Anti-mouse/rat NCS-1 antibodies (human 
NCS-1 is l 00% identica}, at the aminoacid leve l to 
mouse/rat NCS-1, and these antibodies recognize human 
NCS-1 as well) were either generated in white New-
Zealand rabbits (44162), by HTI lnc., USA, Strategie 
Biosolution, as described in detail elsewhere (30) or in 
chicken (22conc) by Rockland lnc. (Gilbertsville, PA). 
The latter was generated by immunizing chicken with 
the mammalian isoform ofNCS-1 in Complete Freund's 
Adjuvant. The protein was generated and purified as 
described elsewhere ( 46). Booster injection were admin-
istered at days 7, 14, and 28, and the collection of eggs 
started on day 38. Boosts were administered on day 56 
and monthly thereafter, egg collection resumed in day 
56. Monoclonal anti-NCS-1 antibodies (3D5) raised in 
mouse (IgM) to fulllength recombinant protein (ascites), 
were generated by Pharmingen (San Diego, CA). Both 
the rabbit and chicken polyclonal anti-NCS-1 antibodies 
were affinity purified on NCS-1-coupled CNBr-activated 
sepharose columns (Pharmacia, Uppsala, Sweden) (30). 
Polyclonal anti-human-NCS-1 lgG (FL-190), raised in 
rabbit against an epitope corresponding to amino acids 
1-190, representing full length NCS-1 of human origin, 
were purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa 
Cruz, CA) and employed and shown to be suitable for 
optimising immunoprecipitation procedure. 
Anti-Rab7 affinity purified polyclonal antibodies 
raised in rabbit, were provided by Marino Zerial 
(Max Planck lnstitute for Molecular Celi Biology and 
Genetics, MPI-CBG Pfotenhauerstr. 108,01307 Dresden, 
Germany). 
Anti-MPO antibodies, provided by Dr Renzo 
Menegazzi (Dipartimento di Fisiologia e Patologia, Uni-
versità di Trieste, Italy) were raised in rabbit using highly 
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purified MPO (Rz index > 0.85) obtained as previously 
reported by both gel filtration and FPLC system (Pharma-
cia, Uppsala, Sweden) ( 4 7), as antigen. Specific antibod-
ies anti-MPO were affinity purified by lmmobilon PVDF 
membrane- adsorbed antigen (Millipore Co., Bedford, 
MA). 
Anti-rabbit lgG conjugated either with FITC or 
peroxidase raised in goat, anti-chicken lgG peroxidase-
conjugated raised in rabbit and anti-mouse lgM antibod-
ies rhodamine-conjugated raised in goat were purchased 
from Sigma. 
RT-PCR and Sequencing 
The RNA of peripheral blood neutrophils (50 x 
106 cells), promyelocytic HL-60, and rat pheochromocy-
toma PC12 celi lines was extracted with the RNAzolB 
(Biotecx Laboratories, Friendswoods, TX). First-strand 
oligo(dT)-primed cDNA synthesized with 200 Units M-
MLV reverse transcriptase (GIBCO Brl, Grand lsland, 
NY) from 3 JLg oftotal RNA was amplified with Taq DNA 
polymerase (Promega, Madison, Wl) for 35 cycles us-
ing NCS-189s (5'-TTCGGAGACCCCACCAAGTTT-3') 
and NCS-48las (5'-TGATGGATAAGAATGCCGACG-
3') for PCR amplifications (35 cycles, 30 s at 94°C, 30 s at 
58°C, 30 s at 72°C). ,8-Actin was amplified for 30 cycles 
using ,8-Actin S (5' -CATGTTTGAGACCTTCAACA-3') 
and ,8-Actin AS (5' -ATCTCCTTCTGCATCCTGTC-3'). 
To confirm the identity ofthe product amplified with 
NCS primers (provided by Genset SA, Paris, France), di-
rect sequencing of the 313 bp PCR product was carri ed 
out using the CEQ 2000 sequencer machine (Beckman-
Coulter, Fullerton, CA). 
Zymosan Opsonization 
Zymosan (IO mg/mL) was boiled in PBS forIO min, 
washed once in PBS (500 x g, IO min at room temper-
ature) and resuspended at IO mg/mL. About 125JLg/I06 
differentiated HL-60 cells, of zymosan parti cles w ere pel-
leted in the tube where phagocytosis was being carried 
out. The particles were carefully resuspended in 200 JLL 
of opsonizing medium (tenfold PBS-diluted serum), in-
cubated for 20 min at 37"C and finally washed once in 
PBS. 
Cells 
HL-60 cells were grown in RPMI 1640 medium, 
supplemented with I 0% Fetal Bovine Serum (FBS), 
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50 units/mL penicillin, 50 fLg/mL streptomycin, and 4mM 
glutamine ( 48). HL-60 promyelocytes were differentiated 
toward granulocytic line with retinoic acid {RA, 3mg/mL 
in dimetil sulfoxide ), added at the final concentration of 
l o-6 M. After 3 days from the addition, cells show first 
morphological features of neutrophils. After 5-7 days they 
show also functional features like neutrophils (49). 
Human neutrophils were isolated from blood of 
healthy donors collected in citric acid-citrate-dextrose 
(ACD) solution (Don Baxter Lab., Trieste, Italy) as previ-
ously described (50). Briefly, the red cells were removed 
by dextran sedimentation (l mL of 4.5% dextran in saline 
was added to 5 mL ofblood). Granulocytes were separated 
from mononuclear cells by centrifuging the white cell-rich 
plasma for 20 min at 800 x g on Lymphoprep (room tem-
perature). A 90-s hypotonic treatment was used to remo ve 
residua! erythrocytes from the granulocyte rich pellet. The 
cells were washed once in PBS containing 1.2 mM MgCh, 
0.5 mM CaCh, 5 mM glucose, and 0.1% BSA (PBS+), re-
suspended in the same medium, and counted electronically 
(Coulter Counter ZBI, Luton, U.K.). The final celi suspen-
sion, as judged by differential counts carried out on Diff-
Quik stained cytospin specimens (Cytospin 2, Shandon 
Inc., Pittsburgh, PA), contained > 95% neutrophils, the 
remaining cells being eosinophils. 
Fluorescence Microscopy 
Cytocentrifuged neutrophil specimens were fixed 
with parformaldehyde 3% (pH 7.5) dissolved in PBS 
containing 15 mM sucrose for 15 min, washed four-
fold in PBS for l O min each and quenched by 50 mM 
NH4Cl diluted in PBS for 10 min. The cells were than 
washed twice for l O m in each with PBS and permeabi-
lized with 0.025% saponin in PBS for 20 min. After two 
more washings (5 min each) the specimens were satu-
rated with PBS containing 2% BSA and 5% goat serum 
for 30 min and exposed to either anti-NCS-1 a:ffinity pu-
rified IgG, raised in rabbit ( 44162) diluted l :20 or to the 
same concentration of preimmune rabbit lgG diluted in 
PBS containing 0.2% BSA. After l h in a humid envi-
ronment the slides were fourfold washed with PBS and 
exposed to anti-rabbit whole IgG FITC-conjugated raised 
in goat (Sigma), diluted l :800 in PBS-BSA. After l h 
the slides were extensively washed with PBS and ob-
served with a fluorescence microscope (Orthoplan, Leitz 
Wetzlar, Germany). Micrographs were taken in a confocal 
DiaPHOT-200 (Nikon) equipped with MRC-1 024 confo-
cal system (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). The im-
ages were pseudocoloured with a LaserSharp Processing 
associated software (Bio-Rad Laboratories). Ali the steps 
of the procedure w ere carri ed out a t room temperature. 
Electron Microscopy 
Immunogold post-embedding technique was per-
formed as previously described (50, 51). Briefly, neu-
trophils were fixed in 1.5% glutaraldheide (Serva, 
Heidelberg, Germany) diluted in 0.1 M cacodylate buffer 
(p H 7.4 ), stored for 20 m in a t room temperature, postfixed 
in l% Os04 for 60 mi n at 4 a c, dehydrated in ethanol, 
and finally embedded in Dow Epoxy Resin (DER 332, 
Unione Chimica Europea, Milano, Italy) and DER 732 
(Serva). Ultrathin sections, cut by an ultramicrotome (Ul-
tracut UCT; Leica, Wien, Austria) were mounted on nickel 
grids etched for l m in with l% periodi c acid and rinsed 
in distilled water three times (2 min each time). For dou-
ble immunogold labelling the grids with the section sides 
facing downward, were incubated in 20 mM Tris-HCI {pH 
8.2), containing l% BSA and 0.05% Tween 20, for l O m in 
at room temperature and exposed ovemight at 4°C to anti-
MPO antibodies. The grids were washed three times ( over 
15 min) in the same buffer and were incubated thereafter 
with 20-nm gold-conjugated goat-anti-rabbit IgG (British 
Biocell Intemational; Cardiff, UK) (1:50 in Tris-HCI-
BSA-Triton X 100) for l h at room temperature. After-
ward the grids rinsed five times, were tumed over with the 
section sides facing upward, as previously reported (51) 
and exposed to anti-NCS-1 a:ffinity purified polyclonal an-
tibodies ( 44162) diluted l: l 00, raised in rabbi t. The pro-
cedure followed thereafter was as described above, with 
the exception that l Onm-gold-conjugated goat-anti-rabbit 
IgG was used as revealing system. The grids were finally 
rinsed fivefold ( over 25 min) with buffer and distilled wa-
ter (last washing) and double-stained with uranyl acetate 
an d lead citrate for 5 mi n each. Ultrastructural analysis was 
carri ed out in a transmission electron microscope (EM208; 
Philips Eindhoven, The Netherlands). 
Celi Fractionation 
Human neutrophils were processed as previously de-
scribed (51). Neutrophils (20 x 106/mL), afterincubation 
at 37°C in the presence of 0.5fLL/106 cells diisopropyl-
fluoro phosphate and two washings in PBS+, were resus-
pended in PBS +. The cells w ere than spun down, washed 
once, and resuspended in relaxation buffer (HEPES, 20 
mM (pH 7.4); KCI, lOOmM; NaCI, 3mM; MgC}z, 3.5mM; 
ATP l mM, iodoacetate 2 mM, and leupeptin IO fLg/mL) 
a t the celi concentration of l 00-200 x l 06 /mL. The cells 
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were then disrupted by nitrogen bomb cavitation (Parr In-
struments Co., Moline, IL) operated at 400 p si, for 18 m in 
at 0°C. Nuclei and cellular debris were cleared by cen-
trifuging the homogenate a t l 000 x g for l O min. The 
postnuclear supematant (PNS), characterized by assay-
ing the specific activities of the enzyme markers was 
layered o n sucrose discontinuous gradients (9 mL) as 
follows: 3 mL 1.1200 g/mL, 3 mL 1.1800 g/mL, 3 mL 
1.2100 g/mL, accordingly to previously reported results 
(51). The gradients were prepared in cellulose acetate 13 
mL tubes (Beckman Instruments Inc. Palo Alto, CA). 
Sucrose solutions were prepared in HEPES 20 mM(pH 
7.4) containing the protease inhibitors and their densi-
ties at 20"C were adjusted to the values indicated with 
a DMA 45 densitometer (A. Parr, Graz, Austria). Three 
milliliter of PNS were loaded on the gradients and ul-
tracentrifuged at 4 ·c at 30,000 rpm in LS-60 Beckman 
ultracentrifuge equipped with a SW-40 rotor for 5 h. The 
main fractions were collected from the top and referred, to 
as cytosol, membrane fraction, specific granule fraction, 
and azurophilic granule fraction, and were characterized 
as previously described (51), on the basis of their pro-
tein and marker content (Myeloperoxidase-MPO-for 
azurophilic granules, alkaline phosphatase-AP-for the 
membrane fraction and Vitamin B12-Binding Capacity-
VBBC-for specific granules). The bands were washed 
once in HEPES 20 mM containing protease inhibitors by 
centrifuging l h at 30,000 rpm and finally resuspended in 
relaxation buffer. The ratio between the specific activities 
of the markers, assayed in the bands, and those assayed 
in the PNS showed that: AP was 19.3 times higher in 
the membrane fraction, MPO was 4.5 times higher in the 
azurophilic granule fraction and only 1.3 higher in the spe-
cific granule fraction (mean oftwo separate experiments), 
VBBC was 20 times higher in the specific granule frac-
tion and only five times higher in the azurophilic granule 
fraction (mean oftwo separate experiments). These values 
strongly resemble those already reported elsewhere (51). 
Immunoprecipitation 
HL-60, neutrophil and neutrophil fractions lysates 
w ere prepared by the addition of l mL/20 x l 06 cells (or 
l mg proteins from subcellular fractions) of ice-cold ly-
sis buffer (100 mM Tris-HCI (pH 7.4), 100 mM NaCI, 
0.5% Triton-X-100, 0.1% SDS, l mM PMSF, 0.1 mM 
4-(2-aminoethyl)-benzenesulfonyl fluoride (AEBSF), 20 
JLg/mL pepstatinA, 20 JLg/mL leupeptin, 20 JLg/mL apro-
tinin). The mixture was rocking for 30 min at the temper-
ature of 4°C. After sonication samples were transferred 
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in Eppendorf tubes, centrifuged at 15, 000 x g at 4°C 
for 5 min, and assayed for protein concentration. To an 
aliquot ofthe lysates containing 500 JLg ofproteins, 5 JLg 
ofanti-NCS-1 antibody (FL-190; S.ta Cruz, Biotech.), was 
added and samples was incubating at 4°C, rocking over-
night. Antibodies were previously cross-linked to the Pro-
tein G-Agarose (Sigma), followed by cross-linking of the 
complex with dimethyl pimelimidate (Pierce, Rockford, 
IL), accordingly to a previously reported method (52). Af-
ter 3 times washing, sample buffer (0.1 M Tris-HCI (pH 
6.8), 20% glycerol, 2% SDS, 5% P-mercaptoethanol) was 
added to the samples, for the SDS-PAGE analysis. 
Western Blotting Analysis 
50 JLg ofprotein extracts, prepared from whole PNS, 
subcellular fractions, or immunoprecipitated proteins, 
were Ioaded in SDS-PAGE l 0% gel according to Laemmli 
(53), fractionatedon aBRL V 15-17 vertical electrophore-
sis uni t (GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD) under reducing 
conditions (2.5-5% P-mercaptoethanol) and then trans-
ferred onto Immobilon PVDF filters (Millipore, Bedford, 
MA) by electroblotting. Blotted proteins were incubated 
ovemight in a saturation cocktail, containing 5% milk, 
l 0% human serum, l O iu/mL heparin, and 0.1% Tween-
20 in 50 mM TrisHCI buffered solution (p H 7 .6) contain-
ing 154 mM NaCI (TBS). The filters were subsequently 
washed and exposed for l h to anti-NCS-1 purified IgG 
raised in chicken (22conc.) diluted l :400 or preimmune 
chicken IgG. After four washings in TBS, blotted pro-
teins were exposed to anti-chicken IgG antibodies (puri-
fied IgG) (l: 8000) peroxidase-conjugated raised in rabbi t 
(Sigma). All the antibodies were diluted in TBS con-
taining 0.2% BSA and 0.1% Tween-20. The immunore-
activity of the blotted proteins with the antibodies was 
visualized by the enhanced chemiluminescence system 
(ECL, Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, 
Buckinghamshire, UK). 
Protein Content 
The protein content was quantitated with the Brad-
ford method (54). 
RESULTS 
Transcription ofNCS-1 Gene in Human Neutrophils 
The expression of NCS-1 was tested either in ma-
ture blood neutrophils or promyelocytic celi line HL-60 
by RT-PCR, using two nondegenerated primers designed 
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620bp 
+J13bp 
l 2 3 4 5 6 ...__.... ...__, 
1}-actin NCS-1 
Fig. l . mRNA expression levels of P-actin (lanes 1- 3) and NCS-1 (lanes 
4-6) genes were analyzed in peripheral blood neutrophi ls (lanes 3 and 
6) and in undifferentiated HL-60 cells (lanes 2 and 5) by RT-PCR. PC12 
mRNA was used as a positive contro! (lanes l and 4). The relative mRNA 
expression leve! ofNCS-1 was nonnalized by amplifìcation ofthe J'l-actin 
gene. The J'l-actin products from the 30th cycle of PCR amplifìcation are 
shown. 
on the basis of the NCS-1 human cDNA sequence (45, 
Genebank accession number: AF 186409). Figure l shows 
that cDNA derived from both promyelocytes and ma-
ture circulating neutrophils gave a positive signa! at 313 
bp. The sequencing of the PCR product contìrrned that 
the amplitìed band matches the sequence expected for 
NCS- 1. 
These findings indicate that the NCS- 1 gene is ex-
pressed in both precursors and mature granulocytes as 
well. 
Morphological Observations A t Optical Leve! 
The observation of cytocentrifuged mature neu-
trophils, processed for evidentiating NCS- 1, using rabbit 
lgG anti-NCS- 1 ( 44162) and FITC-conjugated anti-rabbit 
IgG, revealed a t the con foca l microscope that these human 
cells were positive (Fig. 2A). They showed a cytoplasmic 
pattem of positivity which was clearly different from that 
shown by controls challenged with rabbit IgG (Fig. 28 ). 
The positivity was heterogeneously distributed in the cy-
tosol (Fig. 2A) and consistent with a granule-associated 
pattem. 
Similar findings were obtained in undifferentiated 
HL-60 promyelocytic cells. These cells were shown to be 
also positive (Fig. 3A). The antigen seems to be concen-
trated in a zone included in the nuclear concavity, where 
the granulogenetic process is known to take piace. No sig-
Fig. 2. Human neutrophils challenged either with rabbit anti-NCS-1 
antibodies (44162) (A), or contrai preimmune rabbie purifìed lgG (B), 
and exposed lo anti-rabbil whole lgG FITC-conjugated raised in goal. 
Magnifìcation x 840. 
nificant reaction was found when the first antibody was 
omitted (Fig. 3B). 
Retinoic acid differentiated HL-60 cells, which ac-
quired the capacity of ingesting zymosan particles, are 
shown in Fig. 4. They also show a positive reaction for 
NCS-1 associated to cluster of organelles which are very 
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Fig. 3. Undifferentiated HL-60 cells challenged either with rabbit anti-
NCS-1 antibodies (44162) (A), or contro! preimmune rabbit purified 
lgG (B), and exposed lo anti-rabbit whole lgG FITC-conjugated raised 
in goal. Magnification x 840. 
likely azurophilic granules (Fig. 4C), the only granular 
structure of these promyelocytes (55). Figure 4E shows 
that the small GTPase Rab-7, a late endosome/ lysosome 
marker (56), has a completely different subcellular local-
ization. On the right, Fig. 4D-4F show the specificity of 
the reaction by substituting specific antibodies with rabbi t 
IgG. Hence NCS-1 expression seems no t to be associated 
with celi maturation, a t least from promyelocyte to mature 
cells, and seems to be linked to organelles distinct from 
either lysosomes or late endosomes. 
Western Blotting of Immunoprecipitates Obtained 
From Whole Celi Lysates or Subcellular Fractions 
Finding that neutrophilic cells express NCS-1 
and are positive for NCS-1 antigen, prompted us to 
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investigate the subcellular localization of NCS-1 using 
anti-human-NCS-1 antibodies raised in rabbit (FL-190). 
We prepared immunoprecipitates from either neutrophil 
PNS, neutrophil granule fractions, or HL-60 lysate, 
using cross-linked antibodies. Figure 5 shows immuno-
precipitated proteins separated on SDS-PAGE, blotted, 
and revealed with anti-NCS-1 antibodies (lP-western 
blotting). A strong signa! was found in samples prepared 
from either whole PNS (lane 2) or azurophilic granules 
(lanes l and 5), comparable with that obtained with pure 
recombinant-NCS-1 (lane 3) run as positive contro!. No 
signa! was found in the sample obtained from specific 
granules (lane 4) or when anti-NCS-1 antibody was sub-
stituted with contro! IgG (lanes 6-8). Figure 6 shows the 
lP-western blotting of the protein extract obtained from 
w ho le undifferentiated HL-60 celi s. A 21.5 KDa band was 
revealed with the anti-NCS-1 an ti body (lane 2), while con-
tro! IgG failed to reveal any corresponding band (lane 3). 
Morphologica1 Analysis At Ultrastructura1 Leve! 
The ultrastructural analysis ofhuman neutrophils re-
vealed that when the celi sections were processed for both 
myeloperoxidase (MPO, an azurophilic granule marker) 
and NCS-1 immunogold double-staining, the positivity 
for NCS-1 was found mainly colocalized with MPO, sug-
gesting a prevalence of azurophilic granule association 
for NCS-1. Figure 7 shows that both the antibodies la-
belled mainly large MPO-positive, electron dense gran-
ules (azurophilic), while small, MPO-negative granules, 
of low electron density (specific) were negative. The cy-
tosol was only weakly labelled by anti-NCS-1 antibod-
ies. The specificity of the reaction was confirmed by the 
presence of the very few particles present on the nu-
clear lo bes or out of the celi section, or even on granules 
when rabbit IgG substituted for anti-NCS-1 antibodies 
(not shown). 
DISCUSSI ON 
Various Ca2+ -binding proteins are thought to be in-
volved in the secretory process ofneuronal and endocrine 
cells. These can act either directly, by modulating the 
building up ofthe protein complex which mediates fusion 
(SNARE-v and SNARE-t), such as HRS-2 (57), synapto-
tagmin (58), syncollin (59), or indirectly by modulating 
the transduction ofthe signa! from agonist receptors, such 
as calmodulin (60) and NCS-1 (26). The molecular ba-
sis of the Ca2+ -dependence of the secretory process is 
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Fig. 4. Phagocytizing differentiated HL-60 cells, challenged both with 3D5 anti-NCS-1 mono-
clonal antibodies and anti-Rab-7 antibodies raised in rabbi t. The two antigens were revealed with 
rhodamine-conjugated antibodies anti-mouse IgM (C) and anti-rabbit FITC-conjugated antibodies 
raised in goat (E) respectively. The micrographs were taken using a Nikon phase-contrast and fluo-
rescence microscope equipped with appropriate fìlters. In (A) the phase-contrast appearance ofthe 
same celi is shown. In (D) and (F) another celi is shown which was treated only with the secondary 
antibodies. In (B) the phase-contrast appearance of the same celi is shown. 
stili unclear, however, a complex interplay between ali the 
proteins cited above is conceivable. The secretory process 
is calcium-dependent in phagocytes as well (6- 8, 14), and 
recently some SNARE components have been found both 
in macrophages and neutrophils (15- 22). These findings 
suggest that the mechanism of secretion follows a similar 
pattern in both phagocytes and neuronal cells, however 
while some cytosolic annexins (11-14) have been shown 
to play a role in the secretory process of phagocytes, no 
other Ca2+ -binding proteins has been analysed in detail in 
these cells. 
In this paper we show that human neutrophils express 
NCS-1. The RT-PCR indicated that a 3 13 bp transcript, 
whose sequence is identica! to that ofhuman NCS-1 from 
brain, is expressed in promyelocytes and mature circulat-
ing neutrophils. Therefore these cells harbor mRNA for 
NCS-1 , both in immature cells an d in circulating neu-
trophils, so the expression of this protein is not strictly 
dependent on celi maturation. 
In immature promyelocytic cells the NCS-1 protein 
appears to be concentrated mainly between the nuclear 
1obes where the granulogenetic process is known to take 
piace. [n mature granulocytes and in RA-treated promye-
locytes, whose differentiation was proven by their capacity 
of ingesting mode! particles, NCS-1 appears to be asso-
ciated with (cluster of) organelles. We can exclude that 
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21.5 kDa 
1 2 3 4 5 6 7 8 
Fig. 5. Western blotting ofproteins, immunoprecipitated from either hu-
man neutrophils subcellular fractions (500-J.Lg proteins) or recombinant 
NCS-1 (IO J.Lg), with 5 J.Lg FL-190 antihuman NCS-1 antibodies raised 
in rabbi t. T o the precipitated antigens 30 J.Ll of sample buffer were added; 
20 J.Ll ofthis mixture were run in SDS-PAGE, blotted, and revealed with 
anti-NCS-1 polyclonal antibody (22conc) raised in chicken and ECL 
system. Lane l: AG, azurophilic granules; lane 2: whole PNS; lane 3: 
recombinant NCS-1; lane 4: SG, specific granules; lane 5: azurophilic 
granules. The negative controls (Lanes 6-8), carried out with total rabbi t 
IgG, show the specificity ofthe reaction. Lane 6: azurophilic granules; 
lane 7: whole PNS; lane 8: recombinant NCS-1. 
these organelles are lysosomes/late endosomes, sin ce HL-
60 cells, double stained with both anti-NCS-1 andanti-
Rab-7 antibodies reveal a completely different pattern for 
the two proteins. 
A lP-western blotting analysis of whole celllysates 
confirmed that NCS-1 was present either in precursors 
(HL-60) or in mature neutrophils. In these latter cells the 
lP-western blotting of subcellular fractions, revealed that 
NCS-1 is localized mainly to azurophilic granules. Spe-
cific granules, and the membrane fraction di d not give any 
signal, suggesting that these compartments ha ve a very few 
content, if any, of NCS-1. Only a very weak signal was 
found in the cytosolic fraction suggesting that granule-
associated is the main form ofthe NCS-1. 
21.5 kDa __..... 
l 2 3 
Fig. 6. Western blotting of proteins immunoprecipitated as described in 
the legend to Fig. 5 from HL-60 promyelocyte lysate (500 J.Lg). Lane l: 
total lysate (50 J.Lg protein); lane 2: proteins immunoprecipitated from 
HL-60 whole lysate; lane 3: negative contro! carried out with total rab-
bit IgG on proteins immunoprecipitated from HL-60 whole lysate. The 
precipitated antigen was revealed with anti-NCS-1 polyclonal antibody 
(22conc.) raised in chicken, and ECL system. 
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To exclude possible artefacts because of the celi 
fractionation procedures, the subcellular localization of 
NCS-1 was investigated also at the ultrastructurallevel by 
immunogold technique. The results confirmed that NCS-
1 mainly colocalizes with MPO an azurophilic marker, 
while the smaller MPO-negative specific granules, did not 
show any positive reaction. A weak positivity for NCS-1 
was however revealed into the cytosol. 
The relationship between the NCS-1 and its func-
tional role in neutrophil activation or degranulation re-
mains to be clarified. However, i t is worth mentioning that 
other proteins known to (or possibly) be related to the se-
cretory event have been reported in human neutrophils. 
These are: 
l. localized on specific granules only (15, 16, 19, 
20) 
2. cytosolic, and associated to both the granules 
types when the [Ca2+]; was raised (61-63). In this 
case some differences were found dealing with 
the [Ca2+]; required for azurophilic with respect 
to specific granules association ( 64) 
3. cytosolic an d associated with azurophilic, but no t, 
specific granules, as is the case of the GTPase 
Rab-5a (51). 
NCS-1, a protein potentially involved into secretion, 
seems to belong to the latter category. It is associated 
mainly with the azurophilic granule and weakly with the 
cytosol, while it is undetectable on specific granules and 
membranes. We speculate that NCS-1 could regulate the 
fusion of azurophilic granules with the target membrane 
in neutrophils. Recently it was shown that syntaxin-6 
on neutrophil surface, and SNAP-23 on specific granule 
surface, interact each other in a complex that promotes 
specific granule secretion (16). The authors found that 
azurophilic granule secretion also involves the syntaxin-
6, but did not identified the interacting molecule on the 
surface of these granules, which appeared to be different 
from SNAP-23. We put forward the hypothesis that this 
protein may be N CS-1. Presently, w e are investigating how 
the azurophilic granule secretion engages NCS-1 in hu-
man neutrophils, and how this protein may interact with 
small MW GTPase Rab-5a, which also associates with 
azurophilic granules (51) an d modulates the discharge of 
their content (65), and with syntaxin-6. In addition it will 
be interesting to determinate if NCS-1 and phosphatidyl 
inositol-4-kinase B also interact in neutrophils andare im-
portant in azurophilic granule secretion. 
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Fig. 7. Ultrastructural appearance of a neutrophil section processed for immunogold technique. The section was double stai n ed 
for both myeloperoxidase (MPO; azurophilic marker) and NCS-1. Bound anti-MPO JgG, raised in rabbit, were revealed with 
antirabbit 20-nm gold-conjugated goat-anti-rabbit IgG, while anti-NCS-1 bound IgG were revealed with l O nm gold-conjugated 
goat-anti-rabbit IgG. Bar= 0.5 IJ.m. Note that many MPO-negative granules were also negative for NCS- 1. 
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exocytosis. To be submitted. 
Le proteine Munc 18 partecipano alla regolazione del processo secretorio in 
vari sistemi cellulari. Nei mammiferi esistono tre forme: Munc 18-1, -2, -3 che 
interagiscono con specifiche sintaxine e, in qualche modo, partecipano alla fusione 
tra membrane mediata dalle proteine SNARE. In questo studio dimostriamo che 
anche i neutrofili umani esprimono le due forme ubiquitarie, la proteina Munc 18-2 
e la Munc 18-3, le quali si localizzano in particolare sui granuli e su strutture 
filamentose ancora ignote nel citosol. Abbiamo inoltre potuto dimostrare la 
specifica interazione della Munc 18-2 con la sintaxina-3 e abbiamo messo 1n 
evidenza per entrambe le Munc 18 un ruolo nella secrezione dei granuli azurofili. 
L'utilizzo infatti di anticorpi specifici introdotti per elettroporazione nei granulociti, 
inibisce l'espressione di un marker specifico per i granuli azurofili, il CD63, 
normalmente esposto alla superficie cellulare in seguito a stimolazione. Avanziamo 
quindi l'ipotesi che le due proteine Munc 18 regolino il rilascio dei granuli azurofili. 
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Abstract 
The exocytosis of granular content from a complex set of secretory granules in neutrophils is 
a highly regulated process that is centrai in innate immunity and inflammation. lt involves 
membrane fusion events implicating different sets of SNARE fusion proteins depending on 
the type of granule. The regulation of this process is stili poorly understood but involves a 
series of accessory proteins including SNARE binding proteins Munc18. In this study we 
analyzed the role of the two ubiquitously expressed Munc18 isoforms, Munc18-2 and 
Munc18-3, in human neutrophils. W e show that both proteins are expressed and that Munc18-
2 coimmunoprecipitates with the Syntaxin 3 SNARE protein. Biochemical fractionation, 
revealed a heterogeneous pattem of expression and localisation in cytosolic, granular and 
plasma membrane compartments with some significant changes in stimulated cells. Confocal 
analysis suggests an enrichment of M un c 18-2 in granular fractions upon stimulation, while 
immunohistochemical analysis using electron microscopy attributes this enrichment to the 
association with particular -sometimes granule associated- cytoskeletal tangles of filaments. 
Munc18-3 also becomes enriched in granules as suggested by confocal analysis. This may be 
attributed to the enrichment in cytoskeletal tangles within the cytosol that attach to granules. 
Introduction of anti-Munc 18-3 and of anti-Munc 18-2 antibodies into permeabilized 
neutrophils inhibited exocytosis of CD63-enriched azurophilic granules. None of the Munc 18 
isoforms affected extemalization of CD66b-enriched specific granules. Our results 
demonstrate that Munc 18 proteins in neutrophils participate to regulation of azurophilic 
granule exocytosis. This may involve relocation to particular cytoskeletal tangles that 
contribute to connect Munc 18 isoforms to the fusion machinery. 
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Introduction 
Polymorphonuclear neutrophils are short-lived cells that play a major role in innate 
defence mechanisms of the host against foreign pathogens [1-3] [4]. They also participate in 
acute inflammatory responses. Criticai for these functions is their capacity to secrete upon 
appropriate stimulation a whole set of inflammatory mediators from sources prestored in 
secretory granules [2]. Por example, the myeloperoxidase-H202-halide microbicidal system 
depends on the parallel activation of neutrophil exocytosis and oxidase activation for full 
effectiveness [ 5]. N eutrophils are characterized by a remarkable heterogeneity of their 
granular compartment [2]. They contain myeloperoxidase (MPO)-positive primary granules 
(azurophilic) and the MPO-negative secondary granules (specific) containing lactoferrin. 
They further contain MPO-negative tertiary granules enriched in gelatinase and alkaline 
phosphatase-rich secretory vesicles. Upon stimulation secondary and tertiary granules as well 
as secretory vesicles are rapidly mobilized, whereas azurophilic granules, which contain a 
number of potentially dangerous substances for the host, are usually only released into a 
formed phagosome, thus requiring some additional regulatory mechanisms that may involve 
cytoskeletal rearrangements [ 6, 7]. In agreement, addition of the actin-depolymerizing drug 
Cytochalasin B to a stimulus is required to enable the fusion of azurophilic granules. 
Given this complexity i t has become clear that the secretion of neutrophil granules is tightly 
controlled by different mechanisms that assure an appropriate, physiological mobilization of 
the various compartments. lt has become evident in recent years that this relies in part also on 
members of the SNARE (Soluble N-ethyl-maleimide-sensitive factor Attachment protein 
REceptor) family of membrane fusion proteins. SNAREs can be divided into vesicular or v-
SNAREs and target or t-SNAREs that can form a stable tetrameric core complex that 
catalyzes membrane fusion [8-1 O] [ 11]. Whether they encode al so the specificity of fusion is 
stili somewhat under debate [12, 13]. Neutrophils express a variety of SNARE proteins [14-
16]. In neutrophils, a functionally relevant v-SNARE is VAMP-2, which was shown to play a 
role in the exocytosis of CD66b-enriched secondary and tertiary granules, but not CD63-
enriched primary granules [15]. Similarly, the t-SNAREs SNAP-23 and Syntaxin 4 were also 
shown to be implicated in specific and tertiary granule exocytosis [15, 16], while Syntaxin 6 
was involved in both exocytosis of CD63-enriched secondary and tertiary granules and in the 
extemalisation of CD66b-enriched azurophilic granules [ 16]. 
Besides cognate SNARE proteins, other accessory proteins are also necessary for efficient 
membrane fusion. These include for example members of the Sec1/Munc18 (SM) family of 
proteins that are essential in the regulation of various intracellular trafficking steps [ 17]. More 
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specifically, Munc18-1, Munc18-2 and Munc18-3 have been shown to play a major role in the 
regulation of exocytosis in various tissues and celi types [18]. Mice lacking the neuronal 
isoform Munc 18-1 di e a t birth and show a complete defect in neurotransmission and vesicle 
exocytosis in chromaffin cells [19, 20]. Mice deficient in the more ubiquitous isoform 
Munc 18-3 also di e in utero or soon after birth. However, derived adipocytes rather show an 
enhanced extemalization of the glucose transporter Glut 4 a t low insulin concentrations[21]. 
By contrast, in skeletal muscle and pancreatic islets a decreased transport and insulin 
sensitivity was found in M un c 18-3 heterozygous mi ce revealing fundamental differences that 
may also depend on the tissue and celi type examined [22]. This is, however, in agreement 
with previously described positive and negative regulatory roles of SM proteins [18] [17]. 
Despite these findings the precise mechanism of action, notably their essential positive action 
in exocytosis, largely remains obscure. It is thought that their negative action on exocytosis 
results from their specific interaction with distinct sets of Syntaxin proteins, which prevents 
binding of the latter to their cognate SNARE partners [23]. The positive action may involve a 
necessary activating or proofreading role of the M un c 18-Syntaxin compi ex after interaction 
with other upstream regulators or regulator complexes such as Munc13, Rab and DOC2 that 
may al so contribute to specificity [ 17, 18]. SM proteins w ere al so shown to exhibit a 
chaperone-like function protecting its Syntaxin partner from degradation, but this apparently 
di d not interfere with the appropriated targeting of the Syntaxin partner [24]. Munc 18 proteins 
may also play a role in appropriate docking as large dense core vesicles in chromaffin cells 
from M un c 18-1 null mi ce are highly dispersed instead of being docked a t the plasma 
membrane [20]. However, this has not been observed in synapses [19]. 
Although some reports exist about the expression and function of M un c 18 proteins in 
hematopoietic cells such as mast cells [25, 26] and platelets [27] [28] it is presently unknown 
whether they are involved in the complex secretory events that take piace in neutrophils. In 
this study we therefore investigated the expression and the roles of Munc18 isoforms in 
human neutrophils. Our data reveal expression of Munc18-2 and Munc18-3 and provide 
evidence for a functional contribution of these proteins in the secretory process of azurophilic 
granules. 
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Materia! and Methods 
Antibodies 
Antibodies directed to Syntaxin-2, 3 and 4 as well as Munc18-2 and 3 have been described 
([29], [25]). Anti-human CD63, clone 2Q 1430, was from US Biologica} (Swampscott, 
Massachusetts, US), and anti-human CD66b, clone BL-B7, was from Monosan (Uden, The 
Netherlands). Second antibodies Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG (H+L) was from 
Molecular Probes (Invitrogen detection technologies), goat anti-rabbit IgG-HRP and 
phycoerythrin-conjugated F(ab')2 goat anti-mouse IgG + lgM (H+L) were purchased from 
Jackson lmmunoresearch Laboratories, Inc. (West Grove, PA, U S). 10 nm- and 20 nm-gold-
conjugated goat anti-rabbit lgG were from British Biocell Intemational (Cardiff, UK). 
Cells and stimulation of cells 
HL60 were grown in RPMI 1640 Medium, supplemented with 10% Fetal Bovin Serum 
(FBS), 50 units/ml penicillin, 50 J.tg/ml streptomycin and 4mM glutamine [30] HL60 
promyelocytes were differentiated toward granulocytic line with retinoic acid (3mg/ml in 
DMSO, dimethyl sulfoxide), added at the final concentration of 10-6 M. After 3 days from the 
addition, cells shows first morphological features of neutrophils. After 5-7 days they show 
also functional features like neutrophils ([31] 
Human neutrophils were isolated from blood of healthy donors collected in presence of 
heparin. Briefly, blood was load on a equal volume of Polymorphprep solution (Axis-Shield 
PoC AS, Osio, Norway) and centrifuged in 15 mi Falcon tube at 450 x g for 35 minutes. After 
washing in PBS of the recovered PMN band, residua} erythrocytes were eliminated by 
hypotonic treatment. The cells were washed once in PBS and counted. The final celi 
suspension, carried out on Diff-Quik stained cytospin specimens (Cytospin 2, Shandon Inc., 
Pittsburgh, PA) contained >95% neutrophils, the remaining cells being eosinophils. 
Neutrophils were stimulated with a mixture of fMLP (10-6 M) and Cytochalasin B (5 J.tg/ml) 
for 10 minutes at 37°C. The reaction was stopped by the addition of cold PBS. Cells were 
washed twice with PBS. 
Rat RBL were maintained in DMEM-Glutamax supplemented with 10% fetal calfserum, 100 
IU/ml penicillin G an d l 00 flg/ml streptomycin a t 3 7°C in a humidified 5% C02 incubator 
[32]. 
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Confocal microscopy 
Unstimulated and stimulated neutrophils w ere fixed with 4 % paraformaldehyde, p H 7.5 
dissolved in PBS for 15 minutes, washed four times in PBS and quenched in 50 mM NH4Cl 
diluted in PBS for 10 minutes. The cells were washed twice for 10 minutes with PBS and 
permeabilized with 0.025% saponin in PBS for 20 minutes. After two more washings the 
samples were saturated with PBS containing 2% BSA, 5% goat serum, and 0.012% saponin 
for 30 minutes and incubated with indicated antibodies in PBS containing 0.2% BSA-saponin 
0.012%. After l hour the samples were washed four times with PBS and exposed to Alexa 
Fluor 488 goat anti-rabbit lgG, diluted l :500 in PBS-BSA-saponin 0.012%. After l hour the 
slides were extensively washed with PBS. Neutrophils were cytocentrifuged at the final 
concentration of 300000 cells/mlloading in 200 J ..tl/slide. Confocallaser scanning microscopy 
was carried out with a Zeiss confocal microscope interfaced with an argon/krypton laser. 
Acquisitions were made at 488-nm using a 63x oil-immersion lens. The fluorescence was 
selected using appropriate double-fluorescence dichroic mirror and band-pass filters (BP 525 
and LP 650). 
Electropermeabilization an d immunofluorescence analysis of granule exocytosis 
Human neutrophils were resuspended at l x 107 in a buffer containing Hepes 20 mM pH 7.0, 
KCI 120 mM, NaCl 10 mM, KH2P04 l mM, glucose 10 mM ([16]). Electroporation was 
carried out in a l ml electroporation cuvette (Eurogentec, Seraing, Belgium) using a Equibio 
Easyject One System apparatus (Ashford, United Kingdom) at a setting of 900 V, 40 J..lF. 
Immediately after electroporation, antibodies (30 f..lg/107cells) were added for 30 minutes. 
Cells were then either stimulated with v ehi cl e or by adding fMLP+Cytochalasin B for l O 
minutes. The reaction was stopped by addition of icecold PBS. After washing, cells were 
fixed for 30 minutes in 4 %, PFA/PBS. After 2 washing in PBS and saturation with PBS 
containing 10% goat serum, cells were then incubated at 4°C for one hour with anti-CD66b 
and anti-CD63 antibodies to evaluate exocytosis of specific and azurophilic granules, 
respectively. Secondary phycoerythrin-conjugated antibodies were used for the quantification 
of exocytosis of the 2 populations of granules by cytofluorometry with a F ACSscan and Celi 
Quest software (Beckton-Dickinson). 
To determine if electroporation was successful, we systematically compare the labelling of 
electroporated neutrophils in presence of goat anti-rabbit IgG-Phycoerythrin antibodies with 
the one of non-electroporated neutrophils, by cytofluorometric analysis. 
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lmmunoprecipitation and Western Blotting 
Total lysates of RBL-2H3, HL-60 and human neutrophils were prepared by lysing cells 
directly in SDS-Sample buffer. For immunoprecipitation experiments, human neutrophils 
were solubilized in lysis buffer (25 mM Pipes pH 7.3, 150 mM NaCl, 5 mM KCI, 5 mM 
MgCh, CHAPS l OmM, SDS 0.1 %, sodium orthovanadate l mM (Sigma), aprotinin l 000 
U/ml (Sigma), pepstatin lO J.lg/ml, leupeptin 20 J.lg/ml, AEBSF 2 j..tM (Alexis Inc.) at 2xl07 
cells/ml. Postnuclear supematants were prepared by centrifugation at 15000 x g for 30 
minutes and Syntaxin-3 was immunoprecipitated over-night by adding 5 J.lg of specific 
antibodies or norma} rabbit lgG as a contro!, prebound to protein A-sepharose. Isolated 
proteins were resolved by SDS-PAGE and transferred onto nitrocellulose membranes 
(Schleicher & Schuell, Dassel, Germany). The membranes were blocked with 5% non-fat 
milk for l hour and incubated with primary antibodies for l hour at room temperature. After 
severa} washes, blots were incubated with anti-rabbit IgG HRP (1/30000) for 45 minutes and 
were developed by ECL (Amersham Pharmacia Biotech). 
Celi fractionation 
Human neutrophils were processed as previously described [33]. Neutrophils (2 x 107/ml), 
after incubation a t 3 7°C in the presence of diisopropyl-fluoro phosphate (0.5 D l/l 06 cells) to 
inhibit elastase, were washed two times in PBS. After resuspension in PBS they were either 
incubated with vehicle or stimulated by adding fMLP (l o-6 M) plus Cytochalasin B 5 D g/ml 
final [34] and incubated for lO minutes at 37°C. Reaction was stopped by adding icecold PBS. 
The cells w ere washed once and resuspended in relaxation buffer (HEPES 20 mM p H 7 .4, 
KCI 100 mM, NaCl 3 mM, MgCh 3.5 mM, ATP l mM, phenyl-methylsulphonyl fluoride 
2mM, iodoacetate 2 mM and leupeptin 10 J.lg/ml) at 1-2 x 108/ml. The cells were then 
disrupted by nitrogen bomb cavitation (Parr Instruments Co, Moline, IL) operated a t 400 p si, 
for 18 minutes at 0°C. Nuclei and cellular debris were cleared by centrifuging the homogenate 
at l 000 x g for l O minutes. The postnuclear supematant (PNS), characterized by assaying the 
specific activities of the enzyme markers w ere fractionated on a discontinous sucrose gradient 
(9 ml) as previously described [33]. Briefly, gradients were made using cellulose acetate 13 
ml tubes (Beckman Instruments Inc. Palo Alto, California). Sucrose solutions were prepared 
in HEPES 20 mM p H 7.4 containing protease inhibitors and their densities a t 20°C w ere 
adjusted to the values indicated with a DMA 45 densitometer (A. Parr, Graz, Austria). Three 
ml of PNS were loaded onto the gradients. Ultracentrifugation was carri ed out a t 4 o c in LS60 
Beckman ultracentrifuge equipped with a SW 40 rotor for 5 hours a t l 00000 x g. The main 
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fractions were collected from the top and referred to as cytosol-, membrane-, specific granule-
and azurophilic granule fraction and characterized, as previously described [33], on the basis 
of their protein and marker content (Myeloperoxidase -MPO- for azurophilic granules and 
alkaline phosphatase -AP- for the membrane fraction). The bands were washed once in 
HEPES 20 mM containing protease inhibitors by centrifugation for l hour a t l 00000 x g an d 
finally resuspended in relaxation buffer. The ratio between the specific activities of the 
markers assayed in the bands an d those assayed in the PNS showed that: AP was 19.3 times 
higher in the membrane fraction, MPO was 4.5 times higher in the azurophilic granule 
fraction and only 1.3 higher in the specific granule fraction (mean of two separate 
experiments), values which strongly resemble those already reported elsewhere [33] 
Electron microscopy analysis 
Immunogold post-embedding technique was performed as previously described [35]. Briefly, 
neutrophils were fixed in 1.5% glutaraldehyde (Serva) diluted in O.lM cacodylate buffer pH 
7.4 stored for 20 minutes at room temperature, post-fixed in l% Os04 for 60 minutes at 4°C, 
dehydrated in ethanol, and finally embedded in Dow Epoxy Resin (DER 332, Unione 
Chimica Europea, Milano, ltaly). For immunogold labelling, ultrathin sections, cut by an 
ultramicrotome (Ultracut UCT; Leica, Wien, Austria) were mounted on nickel grids etched 
for one minute with l% periodic acid and rinsed in distilled water three times (2 minutes each 
time). For single immunogold labelling, the sections were incubated in 20 mM Tris-HCl pH 
8.2, containing l% BSA and 0.05% tween 20, for l O min at room temperature and exposed 
ovemight at 4°C to the anti-Muncl8-2, or anti-Muncl8-3 antibodies raised in rabbit or to 
preimmune rabbit IgG, diluted 1: 100 in 20 mM Tris-HCl-BSA containing 0.05% Triton-X-
100. The grids were washed three times (over 15 minutes) in the same buffer and were 
incubated thereafter with 20 nm gold-conjugated goat-anti-rabbit IgG (British Biocell 
Intemational; Cardiff, UK) (l :50 in Tris-HCl-BSA-Triton) for one hour a t room 
temperature. The grids w ere finally rinsed fivefold ( over 25 minutes) with buffer and distilled 
water (last washing) and double-stained with uranyl acetate and lead citrate for five minutes 
each Ultrastructural analysis was carried out in a transmission electron microscope (EM208; 
Philips Eindhoven, The Netherlands). Quantitative evaluation of the antigen recognized was 
performed by counting the gold particles in celi sections showing the nuclear lobes. For 
double immunogold labelling the grids with the section sides facing downward, were exposed 
to anti-Syntaxin 3 or anti-Syntaxin 4 antibodies, treated as described above, and labelled with 
20 nm gold-conjugated goat-anti-rabbit IgG. Afterward the grids, rinsed five times, w ere 
tumed over with the section sides facing upward, according to Bendayan ([36] and exposed to 
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anti-Munc18-2 or anti-Munc18-3 affinity purified polyclonal antibodies raised in rabbit. The 
procedure followed thereafter was as described above with the exception that l O nm gold-
conjugated goat-anti-rabbit lgG was used as revealing system. Control experiments using 
normal rabbit IgG were also performed. No significant immunogold labelling was observed. 
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Results 
Expression of Munc18 isoforms in human neutrophils 
W e first examined expression of the two ubiquitously expressed isoforms M une 18-2 
and Munc18-3 and their potential Syntaxin partners in whole cell extracts of the neutrophilic 
cell line HL60 and freshly isolated human neutrophils using specific antibodies and 
immunoblot analysis. T o judge the effective expression of these proteins the RBL-2H3 mast 
cellline was used as a positive control. Fig. l shows that HL-60 cells and human neutrophils 
readily express Munc18-2 and Munc18-3. The latter was somewhat lower in human 
neutrophils. As previously reported they also express Syntaxin 3 and 4. In addition, Syntaxin 
2 another partner, which was not previously reported, is also expressed in neutrophils albeit at 
somewhat lower levels. 
Previously Munc18-2 was shown to interact with Syntaxin 2 and 3, while Munc18-3 
preferentially interacts with Syntaxin 2 and 4. To determine the specificity of Munc18 
interactions in human neutrophils we performed co-immunoprecipitation experiments using 
Syntaxin specific antibodies. Syntaxin 2, 3 and 4 were immunoprecipitated from cell lysates 
resolved by SDS-PAGE and probed with antibodies specific for either Munc18-2 and 
Munc18-3. Fig. 2 shows that Munc18-2 specifically co-immunoprecipitates with Syntaxin 3. 
Neither Munc18-2 nor Munc18-3 was co-immunoprecipitated with any ofthe other Syntaxin 
isoforms (data not shown). 
Subcellular fractionation experiments and confocal analysis 
As no quantitative changes became apparent in the interaction we next investigated the 
subcellular localisation of these proteins and eventual changes in their distribution upon 
stimulation using fractionation experiments. Stimulation with a combination of both fMLP 
and Cytochalasin B was chosen as it is known to present a potent stimulus for mobilization of 
all types of neutrophil granules [34]. Cells were gently disrupted using nitrogen cavitation an d 
the lysate was then fractionated on a discontinous sucrose gradient. Individuai fractions 
corresponding to, respectively, cytosol, plasma membrane, specific (secondary) and 
azurophilic (primary) fractions were collected, as described [33]. Individuai fractions 
prepared from unstimulated human neutrophils and those stimulated with a combination of 
fMLP and Cytochalasin B were characterized and equal amounts of proteins were separated 
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on SDS-PAGE and probed with Munc18 and Syntaxin-specific antibodies. As illustrated in 
Fig. 3 a heterogenous pattem of distribution became apparent. In unstimulated cells (left 
panel) Syntaxin 3 and 4 were essentially found in fraction corresponding to specific granules. 
Upon stimulation both Syntaxin partners are found to be enriched in plasma membrane 
fractions as well as the specific granule fraction. The azurophilic granule fraction also became 
slightly positive. Conceming Munc18-2 and Munc18-3 a differential pattem of subcellular 
fractionation was observed. Munc 18-2 was found in increased amounts in fractions 
corresponding to plasma membrane, specific and azurophilic granules. Munc 18-3 was found 
enriched in plasma membrane and specific granule fractions, while it seems to decrease in the 
fraction corresponding to azurophilic granules. Both isoforms distributed to some extent also 
to the cytosolic fraction. Taken together these results indicate that Munc18-2 and Munc18-3 
are differentially distributed in human neutrophils with some changes in distribution of 
M un c 18 proteins an d their partners during the degranulation process. 
Biochemical fractionation experiments are only a crude correlate of the various 
compartments within cells. To more precisely evaluate these compartments as well as 
stimulation-dependent changes, we performed confocal studies to analyze the distribution of 
Munc18-2 and Munc18-3 in both resting and stimulated cells. As already indicated by the 
punctuated staining pattem both Munc18-2 (Fig. 4a) and Munc18-3 (Fig. 4e) showed a 
granular distribution staining in resting human neutrophils although some cytoplasmic also 
becomes apparent. Following stimulation, the punctuate staining pattem Munc18-2 
redistributed from the periphery to the more cytosolic appearing staining pattem within the 
celi. For Munc18-3 no significant changes were seen with maybe a slight increase in intensity 
inside the celi after stimulation. W e al so analysed the distribution/redistribution of Syntaxin 3 
and 4. Conceming Syntaxin 3 we also found localisation both on granular compartments that 
slightly increases in intensity after stimulation. Conceming Syntaxin 4, although largely 
described as a plasma membrane marker in many different cells as w eli as neutrophils [ 15], i t 
was found essentially on vesicular compartments in resting cells. Again, after stimulation 
some intensity increase was observed. 
Ultrastructural analysis. 
Given the complex nature of secretory granules in neutrophils and the obviously highly 
heterogenous staining pattem, we wished to further analyse their distribution using further 
ultrastructural analysis associated with immunogold labeling. For this purpose, freshly 
isolated unstimulated neutrophils or cells that had been stimulated were fixed, sectioned and 
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stained with antibodies for Munc18 isoforms (10 nm particles) and their corresponding 
Syntaxin partners (20nm, Syntaxin 3 for Munc18-2 and Syntaxin 4 for Munc18-3). 
Both MPO-positive and MPO-negative granules of PMN were labelied for Muncs and 
Syntaxins as revealed by a double staining with MPO (not shown). Notably, the granules 
showed positive labeliing for Munc18-2, Munc18-3, Syntaxin 3 and Syntaxin 4 mainly on 
their surface but also inside on the granule matrix. (Fig. 5 and 6). The positive labeliing for 
Munc18-2 and 18-3 was clearly evident also in the cytosol, where it could appear as diffuse, 
filament associated or as a tangle of filaments (Fig. 5 and 6). Interestingly Syntaxins 3 and 4 
colocalized with Munc18-2 and 18-3 respectively, but they were never found in the tangles of 
filaments labelied for Muncs. The extent of labelling for Syntaxins was lower than that found 
for Muncs. 
lt has been shown that counting the gold particles aliows to obtain a quantitative 
indication of the antigen reactivity in ultrathin celi section [3 7]. Thus w e evaluated the M un c 
and Syntaxin distribution from a quantitative point of view. The analysis of Munc18-2 
revealed that a strong increase of labelling was found in the cytosol of activated celis as 
compared to that of resting celis, while Syntaxin 3 did not vary significantly. More precisely 
32 gold particles were counted/cytosol/cell in secreting celis, while only 14 were counted in 
resting cells, ( average of the values obtained by counting at least 15 celi sections ). The 
increment in activated celis was mainly due to the increase in number of Munc-associated 
tangles. Quantitative analysis of Munc 18-3 and Syntaxin 4 on PMN granules revealed that in 
resting celis (34 celis counted) 85 gol d parti cles labelled the secretory granules, of which 48% 
were found on the surface, while the remaining were inside, on the granule matrix. When the 
PMN were activated, (24 celis counted), 142 gold particles labelied the granules of which 
58% were on the surface. Syntaxin 4, which colocalized with Munc18-3, showed the same 
localization and distribution on the secretory granules. As far as the granule positivity was 
regarded, the total amount of labeling was not significantly different in resting celis with 
respect to activated celis. A clearcut difference was found when the cytosolic particles were 
counted. About l 00 gol d parti cles per celi was found in activated versus 50 in resting celis. 
As described for Munc18-2, the cytosolic labelling of Munc18-3, was not homogeneous in 
nature. Also in this case we observed a tangle, a filamentous and a diffuse labeliing, and also 
in this case, the increment in activated celis was mainly due to the increase in number of 
Munc associated tangles. 
Munc18-2 and 18-3 labelied tangles were frequently associated with granules and 
were more abundant in secretory cells either for Munc18-2 and 18-3. Noteworthy, the 
12 
increased cytosolic labelling on filaments and tangles did not decrease in another subcellular 
compartment. 
Functional analysis of M une 18 isoforms in granule exocytosis 
To analyse the function of Munc 18 isoforms in neutrophil exocytosis we used a previously 
described strategy based on the introduction of blocking antibodies [ 16]. Exocytosis of 
specific and tertiary granules was measured by the stimulation dependent increase at the cell 
surface of the granule membrane marker CD66b, while exocytosis of azurophilic granules 
was measured by the appearance ofthe granular marker CD63 at the cell surface. Neutrophils 
were electroporated 30 minutes before stimulation with fMLP/Cytochalasine B, to introduce 
specific antibodies. Successful introduction was measured using cytofluorometry of 
fluorescent marker antibodies (Fig. 7 A). This analysis was carri ed out systematically in 
parallel in each batch of cells tested. W e n ex t tested whether after the electroporation 
procedure to introduce specific antibodies, cells could be stimulated for exocytosis by 
measuring the appearance of CD63 and CD66b at the cell surface using cytofluorometric 
analysis. As shown in Fig. 7B both CD63 and CD66b were already expressed at the surface of 
resting cells, the expression of the latter was particularly high as compared to an isotype 
control antibody. Upon stimulation with a combination of fMLP and Cytochalasin B both 
markers showed a significant shift indicating that electroporated cells perfectly responded to 
stimulation. Blocking antobodies used were anti-Munc18-2 and anti-Munc18-3 as well as 
their Syntaxin partners, Syntaxin 3 and 4. Following introduction of the antibodies by 
electroporation, cells were stimulated with fMLP/Cytochalasin B and expression levels at the 
cell surface were determined and compared to cells that had been electroporated in the 
presence of normal rabbit IgG. The quantitative analysis performed in neutrophils from a 
variety of healthy subjects is shown in Fig. 7. Introduction of Munc18-2 antibodies 
significantly inhibits extemalization of CD63, while no effect was seen for extemalization of 
CD66b (Fig. 7C). For Munc18-3 extemalisation ofCD63 was inhibited at even higher levels. 
Again no effect was seen for CD66b, although in this case a high variation depending on the 
individuai analysed was noticed. Taken together, these results indicate that both M un c 18 
isoforms are implicated in azurophil granule exocytosis. 
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Discussion 
Regulation of exocytosis from cytoplasmic granules is centrai for neutrophil physiology. In 
several recent studies it has emerged that the SNARE membrane fusion machinery is 
important in this process [15, 16, 39, 40]. To be able to selectively control fusion between 
different granule populations and the plasma membrane, neutrophils must express also 
various regulatory mechanism that allo w appropriate connection of this process to stimulatory 
events. However, little is known about possible regulators of the membrane fusion process in 
neutrophils. Possible candidates are Munc18 proteins. They bave emerged as SNARE 
interacting effectors that play a crociai role in the intracellular trafficking events that lead to 
the exocytosis of granular stored mediators in various tissues an d cells [ 17, 18]. In the 
hematopoietic system only mast cells and platelets have been studied. Mast cells express both 
Munc18-2 and Munc18-3 localized to the secretory granules and the plasma membrane, 
respectively [25]. Overexpression studies showed that Munc18-2 relocalizes together with 
secretory granules along microtubular tracks and that overexpression ofMunc18-2, but not of 
Munc18-3 leads to an inhibition of granule exocytosis. Platelets express ali the three isoforms 
Munc18-1, Munc18-2 and Munc18-3 with heterogenous localisation in cytosol, granular and 
plasma membrane compartments. Functional studies suggested a predominant role for 
Munc18-3 in granule release events [27, 28]. 
In this study w e focused on the analysis of M un c 18 proteins in neutrophils. W e show that 
neutrophils express the ubiquitous isoforms Munc18-2 and Munc18-3. By 
immunoprecipitation experiments we found that small amounts ofMunc18-2 appear to be in a 
complex with one of its cognate SNARE partner syntaxin 3. No association of Munc18 
isoforms with other syntaxin partners was detectable. However, this could be due because 
such complexes may be below the detection limit of our antibodies. In favour of such a 
hypothesis is our data showing close proximity of syntaxin 4 and Munc18-3 in ultrastructural 
studies using immunogold labelling that could indicate the existence of complexes. 
Subcellular fractionation experiments revealed a heterogenous distribution with both isoforms 
being found in different compartments that include cytoplasm, granular and plasma 
membrane fractions with some significant changes occurring in stimulated cells. This includes 
increases in intensity ofMunc18-2 in both types of granular fractions as well as in the plasma 
membrane fraction. Conceming Munc18-2 the distribution does not change dramatically 
except for a decrease in the fraction corresponding to azurophilic granules. The increase in 
intensity may be due to increased recovery of proteins in stimulated cells that could be related 
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to the release from cytoskeletal structures in activated cells. Confocal analysis also suggests 
an enrichment of both Munc 18-2 and M un c 18-3 within the celi that may correspond to a 
redistribution into the cytosol. 
To more precisely investigate these changes, ultrastructural analysis us1ng immunogold 
labelling was performed. It revealed that both Munc18 proteins colocalized with 
correspondant Syntaxin proteins, confirming the biochemical data for Syntaxin3 and 
indicating a possible interaction of Munc18-3 and Syntaxin 4 (see above). Granules are 
labelled o n their surface and in the matrix with both M un c 18 and Syntaxin proteins. In the 
cytosol Munc 18 proteins associated with some filamentous structures, also forming tangles. 
These structures were strongly increased in activated cells. The mean of these tangles of 
filaments was no t known unti l no w an d ne ed to be more investigated in the future. 
Related to fractionation data some apparently conflicting results were obtained by the 
quantification of immunogold particles in the granules in resting and activated cells. In fact no 
variation were appreciable in granules after stimulation, but a stronger labelling diffuse in the 
cytosol were detected. We think that during sucrose gradient centrifugation cytosolic Munc 
proteins may be trapped together with granules and thus disappear from the cytosol to appear 
in the granule/plasmamembrane fraction. 
The presence of Munc 18 and Syntaxin proteins inside the granule matrix suggest that these 
molecules could be membrane associated but could also be stored into the granule and be 
secreted after granule fusion. Indeed previous analysis has shown that granules from other celi 
of hematopoietic ori gin contain small vesicular structures also cali ed exosomes [ 41]. 
However, the presence of SNARE and SNARE accessory proteins in these structures has 
never been investigated. 
Our functional analysis, based on the introduction of blocking antibodies, clearly demonstrate 
the role of both isoforms in granule exocytosis. Interestingly, only granule exocytosis from 
azurophilic granules was affected, while no substantial effects was seen for the release from 
specific and tertiary granules. Although both Munc18-2 and Munc18-3 are found on both 
types of granules, the specificity for azurophilic granules suggests independent regulation 
between the various granular subtypes. They also indicate some fundamental mechanistic 
differences for these different sets of granules. Interestingly, i t has been reported that Syntaxin 
4 the cognate partner of Munc 18-3 rather regulates exocytosis of specific and tertiary granules 
[15]. The latter cover the whole intracellular sequence and thus are likely to interfere with the 
binding of cognate interaction partners as already shown for Syntaxin 4. Conceming Munc 18-
specific antibodies blocking action is not readily evident, as the region ( aa 161-229 for 
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Munc18-2 and 163-234 for Munc18-3) recognized [25] is localized outside the syntaxin 
binding site. lt encompasses, however, a highly accessible area that has previously been 
shown to get phosphorylated at multiple sites and thus could interfere with proper function of 
the protein [38]. Our preliminary data confirm this analysis for Syntaxin 4 and further suggest 
that Syntaxin 3 rather regulates specific and tertiary granule exocytosis rather than azurophilic 
granule exocytosis (C. Brachetta, unpublished). These results suggest a Munc18-specific 
action in the regulation of azurophilic granule exocytosis that is independent of the SNARE 
partners. This is in agreement with several previous studies that have pointed out a role for 
Munc 18 proteins independent of its association with syntaxin [26, 42], and i t may involve 
interaction with other proteins. Apart from Syntaxin, i t has been shown that M un c 18 proteins 
directly interact with Doc2 [43] and Mintl [44], while functional studies also suggest that 
they can interact indirectly with M un c 13 in Caenorhabditis elegans [ 45] an d Rab proteins in 
yeast [ 46, 4 7]. Interaction with such effectors could likely contribute to the specific action of 
Munc18 proteins that are independent of Syntaxin. 
In conclusion we have shown the expression of Munc18-2 and Munc18-3 in human 
neutrophils. Both isoforms show a highly heterogenous distribution. Functional studies, 
however, indicate a specific role of these proteins in exocytosis from azurophilic granules that 
is independent from its binding to Syntaxin. The effectors that promote this specific action 
remain to be determined but may include the particular association of Munc18 with specific 
filamentas cytoskeletal structures within the cytosol. 
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Figure legends 
Fig. l Human neutrophils express Munc18-2, Munc18-3 and various syntaxin isoforms. Total 
cellular lysates from RBL-2H3 cells (2 x l 05 celi/lane), neutrophils and retinoic acid-
differentiated HL-60 were resolved on SDS-PAGE and subjected to immunoblotting with 
antibodies specific for Munc18-2, Munc18-3, Syntaxin 2, 3 and 4 as indicated. 
Fig. 2 Detection of M une 18-2-Syntaxin 3 complexes in human neutrophils. Celllysates from 
human neutrophils w ere immunoprecipitated with antibodies specific for Syntaxin 3. As a 
control antibodies to bacterial glutathion S transferase (GST) were used. The 
immunoprecipitates were then analysed by SDS-PAGE and immunoblotting with antibodies 
to Munc18-2 (A) and Syntaxin 3. Arrows indicated immunoprecipitated Syntaxin 3 and co-
immunoprecipitated M une 18-2. 
Fig. 3 Distribution of Munc18-2 and Munc18-3 and their Syntaxin partners after subcellular 
fractionation of resting and activated neutrophils. Resting neutrophils (left panel) or 
neutrophils activated with a combination of fMLP and Cytochalasin B (right panel) were 
lysed by nitrogen cavitation and subjected to discontinous sucrose gradient fractionation 
Fractions collected corresponding to l. cytoplasm; 2. plasma membrane; 3. specific granules; 
4. azurophilic granules, were charaterized and equal amounts (5 microgram) were resolved by 
l O % SDS-PAGE and analysed by immunoblotting using the indicated antibodies. The data 
shown are representative for four separate experiments. 
Fig. 4 Distribution of Munc18-2, Munc18-3, Syntaxin 3 and 4 as revealed by confocal 
analysis in unstimulated and stimulated neutrophils. Resting (a,b,e and f) and 
fMLP/CytochalasinB stimulated (c,d,g and h) neutrophils were stained with indicated 
antibodies. Cells were then visualized by confocal microscopy as described in Materials and 
Methods. Bars 5 J..tm 
Fig. 5 Ultrastructural analysis of the distribution of M une 18-2 an d Syntaxin 3 by immunogold 
labelling. Resting (a, b) an d fMLP /CytochalasinB stimulated ( c,d) neutrophils w ere processed 
for immunogold labelling as described in Materials and Methods and stained with antibodies 
specific for Munc18-2 (10 nm gold particles) and Syntaxin 3 (20 nm gold particles). Cells 
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were visualized by electron microscopy. Magnification 70000 x. The arrow shows a particular 
cytoskeletal structure stained by Munc18-2 antibodies that is enriched in stimulated cells. 
Fig. 6 Ultrastructural analysis of the distribution of Munc 18-3 an d Syntaxin 4 by immunogold 
labelling. Resting (a,b) and fMLP/Cytochalasin B stimulated (c,d) neutrophils were processed 
for immunogold labelling as described in Materials and Methods and stained with antibodies 
specific for Munc18-2 (10 nm gold particles) and Syntaxin 3 (20 nm gold particles). Cells 
were visualized by electron microscopy. Magnification 70000 x. The arrow shows a granule 
docked at the plasma membrane and stained by both Munc18-3 and Syntaxin 4. 
Fig. 7 Analysis of the effect of Munc18 specific antibodies following electroporation into 
human neutrophils. A) Electroporated neutrophils or not, were incubated with phycoerythrin-
labelled antibody and analysed for positive staining using cytofluorometric analysis. B) 
Evaluation of the capacity of neutrophils to extemalise CD63 and CD66b following 
electroporatation in the presence of normal rabbi t IgG. Cells were electroporated followed by 
incubation with antibodies as described in Material and Methods. Resting cells were then 
stained with CD63 or CD 66b as indicated as well as an isotype control antibody. Cells were 
also stimulated with fMLP/Cytochalasin Band stained for CD63 and CD66b. C) Effect ofthe 
introduction of anti-Munc18-2 specific antibodies effects on CD63 and CD66b surface 
exposure. D) The introduction of anti-Munc 18-3 specific antibodies acts on CD63 and 
CD66b surface exposure. * indicates statistica! significance p< 0.05 
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Risultati complementari nei mastociti: I possibili partner di 
interazione di M une 18-2 
RISULTATI COJtPLEJfENTAR! 
Risultati complementari nei mastociti 
I possibili partner di interazione di M une 18-2 
Lo studio delle proteine Munc 18 nella regolazione dell'esocitosi ne1 
mastociti ha già evidenziato come le due forme ubiquitarie Munc 18-2 e Munc 18-3 
siano entrambe espresse e presentino una diversa localizzazione subcellulare: Munc 
18-2 sui granuli secretori e Munc 18-3 alla membrana plasmatica. Per Munc 18-2 è 
stato evidenziato un ruolo negativo nella regolazione dell'esocitosi, poichè la sua 
overespressione inibisce la secrezione, mentre per Munc 18-3 tale evidenza non è 
stata riscontrata. E' stata inoltre evidenziata una particolare co-localizzazione di 
Munc 18-2 con strutture microtubulari (Martin- Verdeaux, S.} et al.} 2003). E' 
chiaro che la proteina Munc 18-2, cosi' come probabilmente l'altra isoforma 
ubiquitaria Munc 18-3, non interagiscano solamente con le sintaxine. E' già stato 
provato per M un c 18-1, la forma neuronale di M un c 18, che pu6 interagire con 
altre proteine e non solo con la sintaxina (Introduzione di questa tesi, paragrafo 
2.2.4). I risultati contrapposti sulla funzionalità di queste proteine ci inducono a 
pensare che abbiano altri partners (Introduzione di questa tesi, paragrafo 2.2.5). Per 
questo mi sono cimentata nella ricerca di partners molecolari per Munc 18-2 
utilizzando la tecnica del doppio ibrido. Qui di seguito ne verranno elencati gli esiti. 
Partendo inoltre da un'evidenza di co-localizzazione e di relazione tra la M un c 18-2 
e la tubulina, sono stati effettuati esperimenti per dimostrare un'interazione di tipo 
diretto. 
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MATERIALI E METODI 
1. Anticorpi 
Per la ricerca di proteine cross-reagenti con Munc 18-2, Munc 18-3, e 
Sintaxina-3 sono stati utilizzati anticorpi policlonali prodotti dall'immunizzazione, 
con le corrispondenti proteine GST-ricombinanti, di conigli White New Zeland 
(Janvier, France). Gli anticorpi contro le proteine Munc 18-2 e Munc 18-3 sono 
diretti contro i peptidi-GST Munc 18-2161 _229 e Munc18-3163_234, le cui sequenze 
(determinate grazie all'accesso in GenBank NM_031126 per Munc18-2 e 019521 
per Munc18-3) corrispondono rispettivamente al cDNA di ratto e di topo e si 
collocano nel secondo dominio, fuori dal dominio di legame con la sintaxina 
(Martin- Verdeaux S. et al., 2003). Le sequenze di topo, uomo, ratto e cane delle 
due proteine sono altamente conservate, in particolare all'interno delle due 
sequenze scelte. L'anticorpo contro la sintaxina 3 di ratto è diretto contro il 
dominio citoplasmatico (Paumet F. et al., 2000). Le IgG di coniglio selezionate 
sono state utilizzate nell'immunoprecipitazione, per la rivelazione delle proteine in 
western blot e in immunocitochimica. 
Sono stati utilizzati inoltre i seguenti anticorpi monoclonali commerciali: 
anti-atubulina di pollo (clone DM1A, Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, 
US), anti-CD8 umano (clone 10D11.5, Paumet F. et al., 2000) e anti-myc 
(Gentilmente fornito dalla dott.ssa Nadine Varin-Blank, Département 
d'Hématologie, Institut Cochin, Paris). 
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1.1 Immunizzazione di conigli per la produzione di IgG specifiche 
Materiali: 
• Munc 18-2161 _229-GST 
• Munc18-3163_234-GST 
• i\CSintaxina3-GST 
• Adiuvante completo di Freund (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, US) 
• Adiuvante incompleto di Freund (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, 
US) 
Procedura: 
I conigli sono stati immunizzati per via-intradermica con 200 ~g di proteina-
GST ai quali sono stati aggiunti 1,5 ml di Adiuvante completo di Freund. Tre 
settimane più tardi è stato effettuato un richiamo con 200 ~g di proteina-GST e 1 
ml di Adiuvante incompleto di Freund. Ad un mese di intervallo l'uno dall'altro 
sono stati effettuati altri tre richiami. A partire dal secondo richiamo, dopo circa 
due settimane, sono stati raccolti i primi campioni di sangue, per recuperare il siero. 
1.2 Purificazione degli anticorpi per affinità 
Materiali: 
• Solfato d'ammonio saturo (NH4S02, Merck, Darmstadt, Germany) 
• BBS (sodio tetraborato decaidrato, B4Na20 7·10H20, 200mM, NaC1150mM, pH 
8.0, entrambi Sigma-Aldrich) 
• Acido acetico (CH3COOH 0.1 M, Merck) 
• Sefarorosio 4B-Munc 18-2 (Amersham Bioscience, Uppsala, Sweden) 
• Sefarosio 4B-Munc 18-3 
• Sefarosio 4B-Sintaxina 2 
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• Sefarosio 4B-Sintaxina 3 
• Sefarosio 4B-Sintaxina 4 
• Sefarosio 4B-GST 
• Centripep 1 O (Ami con In c., Beverly, MA, U S) 
Procedura: 
Il siero raccolto, dopo l'eliminazione di cellule o frammenti cellulari residui 
per centrifugazione a 15000 rpm, per 30 minuti e a 4 °C, è stato precipitato 
mediante aggiunta, in agitazione magnetica e "goccia a goccia" di solfato 
d'ammonio saturo, che è stato lasciato in agitazione a 4°C per tutta la notte. Dopo 
dissoluzione del precipitato in BBS (1 /5 del volume iniziale) le proteine sono state 
recuperate e centrifugate a 15000 rpm, per 20 minuti e a 4 °C. Il soprana tante è 
stato quindi fùtrato (porosità 0.45 ~-tm). Il fùtrato è stato poi fatto passare attraverso 
una colonna di Sefarosio 4B-Munc 18-2 (e nel caso di purificazione per affinità di 
anticorpi anti-Munc 18-3, di Sefarosio 4B-Munc 18-3). Dopo un lavaggio con BBS 
gli anticorpi sono stati purificati per eluizione all'acido acetico 0,1 M. L'acido 
acetico è stato neutralizzato con Tris-HCl, 2M, pH 8.0. L'eluato è stato 
successivamente dializzato in BBS. Gli anticorpi anti-GST e anti-GST Munc 18-2 
(o anti-GST Munc 18-3) sono stati depletati (o è meglio eliminati?) in seguito a due 
successivi passaggi su di una colonna di Sefarosio 4B-GST. 
La purificazione per affinità degli anticorpi contro la Sintaxina 3 è stata eseguita con 
una metodologia leggermente diversa. Il siero immune è stato prima passato su 
colonne di sefarosio accoppiato alle altre due sintaxine-GST Qa Sintaxina-2 e la -4), 
è stato raccolto l'eluato e quest'ultimo è stato poi fatto passare attraverso una 
colonna di Sefarosio-Sintaxina-3. La deplezione di anticorpi anti GST non è stata 
effettuata nel caso della purificazione degli anticorpi contro le sintaxine, in quanto 
sono stati ritenuti sufficienti i diversi passaggi contro le sintaxine non correlate. 
Tutti gli anticorpi cosi purificati, sono stati dializzati in BBS e poi concentrati su 
Centripep 10. 
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2. Le linee cellulari RBL-2H3 e COS-7. 
2.1 Mantenimento in coltura. 
Le cellule RBL-2H3 (Rat Basophils Leukemia Celi Line) sono una linea cellulare 
eli basofili eli ratto che rappresenta un modello ampiamente utilizzato per lo studio 
dei mastociti. Le RBL sono state utilizzate per la preparazione eli lisati cellulari, la 
conseguente immunoprecipitazione e per la preparazione eli una libreria eli c-DNA 
(vedi paragrafo del doppio ibrido). Le cellule COS-7 sono una linea cellulare eli 
fibroblasti eli scimmia (African green Monkf!Y SV40 transfected kidnf!Y ftbroblast celi line) 
che è stata utilizzata in esperimenti di transfezione eli DNA plasmiclico. I due tipi 
cellulari sono stati mantenuti in coltura, utilizzando lo stesso protocollo. 
Materiali: 
• DMEM-Glutamax meclium (GIBCO, Invitrogen Corporation, Carlsbad, 
California, US) 
• Siero fetale bovino (G IBCO) 
• Penicillina G (GIBCO) 
• Streptomicina (GIBCO) 
• Tripsina (GIBCO) 
• PBS (Phosphate Buffer Saline, pH 7.4; GIBCO) tampone fosfato 10mM, pH 
7.4, NaC1120mM, I<Cl2.7mM 
Procedura: 
Le cellule crescevano 1n monolayer in DMEM-Glutamax meclium 
addizionato con 1 0°/o di siero fetale bovino scomplementato per trattamento al 
calore (55°C, 30 minuti), con 100U/ml di Penicillina G, e con 100 ~g/ml di 
streptomicina, a 37°C in presenza eli 5°/o C02• Quando il monolayer raggiungeva 
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una confluenza al 7 50/o, le cellule erano lavate tre volte in PBS, subivano un 
trattamento alla tripsina (0.25°/o tripsina, 1mM EDTA·4Na) di 5 minuti a 37°C, che 
veniva bloccato con l'aggiunta di medium (1 :1 O) per neutralizzarne l'effetto. Le 
cellule erano poi riso spese in medium fresco e diluite, a seconda delle necessità, 1 O 
o 20 volte. 
2.2 Attivazione e stimolazione delle RBL-2H3 via Recettore per le 
Immunoglobùline di tipo E (IgE). 
Materiali e soluzioni. 
• IgE ascite di topo (gentilmente offerte dal Dott. Juan rivera, NIH, Bethesda, US) 
• PBS (GIBCO) 
• Tyrode Buffer (NaCl 135 mM, KCl SmM, Glucosio 5.6mM, Hepes 10mM pH 
7.3, CaC12 1.8mM, MgC12 1mM, BSA 0.5 mg/ml; Hepes e glucosio sono Sigma-
Aldrich, gli altri reagenti sono Merck) 
• DNP-HSA (Sigma-Aldrich) 
Procedura: 
Le RBL-2H3 erano sensibilizzate over-night con ascite di IgE anti-DNP-
HSA diluite direttamente nel medium di coltura ad una concentrazione di 1:10000. 
Dopo tre lavaggi con PBS, il medium cellulare era sostituito da Tyrode Buffèr nel 
quale era aggiunto il DNP-BSA ad una concentrazione finale di 100ng/ml, quale 
antigene specifico per le IgEa 37°C. L'avvenuta degranulazione era verificata dalla 
presenza nel sopranatante della beta-esosaminidasi, un enzima specifico contenuto 
nei granuli citoplasmatici delle RBL e dei mastociti e di cui è facilmente 
determinabile la presenza e la quantità liberata grazie ad un saggio enzimatico. 
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2.3 Test della beta-esosaminidasi. 
La beta-esosaminidasi è un enz1ma lisosomiale contenuto nei granuli 
secretori dei mastociti, che viene liberato in seguito a stimolazione da parte di un 
antigene via recettore Fc epsilon di cellule sensibilizzate con le IgE. Questo enzima 
catalizza la trasformazione della para-nitro-acetil-beta-glucosamina (pNAG) in 
para-nitro-fenolo (PNP) che assorbe la luce a 41 O nm. La quantità di PNP prodotto 
è proporzionale alla quantità di beta-esosaminidasi liberata dalla stimolazione. 
Materiali e Soluzioni: 
• Tampone Tyrode (vedi paragrafo 2.2 Materiali e Metodi) 
• pNAG (para-Nitrofenil-N-acetil-beta-D-Glucosaminide; Sigma-Aldrich)) 
• Tampone citrato O.OSM, pH 4.8 (Sigma-Aldrich) 
• Tampone glicina 0.2M, pH10.7 (Sigma-Aldrich) 
• Soluzione Trito n X -100 al 1 0°/o (Sigma-Aldrich) 
Procedura: 
Il saggio enzimatico era fatto in piastra a 96 pozzetti. Dopo aver stimolato i 
mastociti (precedentemente sensibilizzati con le IgE) con il DNP-BSA (100ng/ml), 
si recuperava il sopranatante della reazione e lo si centrifugava (1200 rpm, 5 minuti) 
per eliminare eventuali cellule presenti. Si distribuvano in triplo 25 ~-tl/ pozzetto di 
soprana tante, ai quali si aggiungevano 50 ~-tl di pNAG 1.3mg/ ml, sciolto in 
tampone citrato O.OSM a pH 4.8 e si incubava la miscela a 37°C per 1h e 30 minuti. 
La reazione si arrestava con l'aggiunta di 150 ml di tampone glicina 0.2M a pH10.7 
e si misurava la densità ottica a 41 O nm. Si determinava la quantità di enzima totale, 
lisando con Triton X-100 allo 0.3°/o finale un campione di cellule sensibilizzate con 
IgE. La quantità di beta-esosaminidasi liberata è espressa in percentuale 
dell'esosaminidasi totale, secondo la formula: 
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esosaminidasi liberata-esosaminidasi liberata spontaneamente 
esosaminidasi totale 
L' esosaminidasi liberata spontaneamente corrisponde alla quantità di enz1ma 
liberato dalle cellule sensibilizzate, ma non attivate con l'antigene. 
2.4 Transfezione del DNA 
Le cellule COS 7 sono state trasfettate per elettroporazione in maruera 
transiente con il plasmide SRa-Neo in cui era stato subclonato il gene di Munc 18-
2 (sequenza di cane) associato ad un tag myc (gentilmente offerto dal Dr Vesa 
Olkkonen, Department of Molecular Medicin, National Public Health Institute, 
Helsinki, Finland.) oppure con gli stessi plasmidi in cui era stato subclonato il gene 
di Rab3D associato ad un tag myc (Roa, M.) et al.) 1997). Il fine della trasfezione 
era di possedere la proteina Munc in overespressione e con un tag riconoscibile di 
piccole dimensioni che non interferisse con le possibili proteine di interazione di 
Munc 18-2. 
Materiali: 
• Optimem 1-Glutamax I medium (GIBCO, Invitrogen Corporation, Carlsbad, 
California, US) 
• DMEM-Glutamax (GIBCO) 
• Siero fetale bovino (GIBCO) 
• Penicillina G (GIBCO) 
• Streptomicina (GIBCO) 
Procedura: 
Dopo tripsinizzazione, le cellule erano rispospese alla concentrazione di 
1 O 7/ ml in Optimem 1-Glutamax medium. 800 f-ll di sospensione cellulare erano 
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deposti con 20~g di DNA plasmidico in una cuvette da elettroporazione 
(Eurogentec, Seraing, Belgium) e sottoposti ad uno shock elettrico di 250 V e 2100 
F, utilizzando un elettroporatore Equi bio Easyject O ne System (Ashford, U nited 
Kingdom). Immediatamente dopo lo shock elettrico, le cellule venivano recuperate 
con 500 f.!l di DMEM-Glutamax freddo e messe in incubatore a 37°C in piatti Petri 
da 15 cm di diametro in DMEM-Glutamax in presenza di siero fetale bovino al 
10o/o finale, ma senza antibiotici. Circa 8 ore dopo venivano aggiunti la penicillina e 
la streptomicina rispettivamente alla concentrazione di 1 OOU / ml e 100 ~g/ ml. 
Dopo 48 h dall'elettroporazione le cellule esprimevano il DNA plasmidico ·e 
potevano essere utilizzate per gli esperimenti necessari. 
3. Immunoprecipitazione e SDS-PAGE 
Materiali e soluzioni. 
• Proteina G (Amersham Bioscience, Uppsala, Sweden) 
• Lysis Buffer (Pipes 25mM, pH 7.3, NaCl 150 mM; MgC12 SmM, KCl 5mM, 
CHAPS: -3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate 1 OmM; 
SDS 0.1 °/o (Sodio-Dodecil Solfato). Pipes e N aCl sono Sigma-Aldrich, CHAPS è 
Fluka Biochemika-distribuito da Sigma; KCl e MgC12 sono Merck). Sono stati 
aggiunti i seguenti inibitori delle proteasi: aprotinina 1 OOOU / ml; pepstatina 1 O 
~g/ml; leupeptina 20~g/ml; AEBSF 2 ~ e l'inibitore delle fosfatasi sodio 
ortovanadato 1mM. Tutti sono Sigma-Aldrich, ad eccezione di AEBSF che è 
Uptima, lnterchim, Montluçon, France. 
• Anticorpo monoclonale anti-atubulina, anticorpo monoclonale anti-CD8 
umano, IgG di coniglio anti-Munc 18-2, anticorpo monoclonale anti-myc (vedi 
paragrafo Anticorpi), IgG di capra anti-IgG di coniglio e IgG di asino anti-IgG di 
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topo coniugate alla perossidasi O ackson Immunoresearch La b. In c., Baltimore, 
West Grove, PA, U S). 
• Acrilamide/bis-acrilamide al30°/o (Bio-Rad Life Science Research, Hercules, CA, 
U S) 
• Temed (N,N,N',N4-tetrametiletilenediamina) e APS 10°/o (ammonio persolfato) 
(Sigma-Aldrich) 
• SDS 1 0°/o (Sigma-Aldrich) 
• Tampone Tris-HCl 1.5 M, pH 8.8 per stackinggel (Sigma-Aldrich) 
• Tampone TrisHCl 0.5 M, p H 6.8 per running gel (Sigma-Aldrich) 
• Tampone Tris-HCl 0.1 M, pH 6.8, glicerolo 20°/o, sodio dodecilsolfato (SDS) 2°/o 
e P-mercaptoetanolo 5°/o (sample buffer 2x) tutto Sigma 
• Markers di peso molecolare (Invitrogen, Carlsbad, CA, US) 
• Tampone di corsa (fris-HCl SOmM, pH 8.3, glicina 384mM, SDS 0.2°/o- Sigma-
Aldrich) 
• Tampone di trasferimento(fris-HCl 25mM, pH 8.3, glicina 190mM, contenente 
m etanolo 20o/o) Il metanolo è Panreac, Quimica SA, Barcellona, Spagna 
• PBS-Tween-20 0.1 °/o (rispettivamente GIBCO e Sigma) 
• Soluzione saturante (PBS contenente il 1 0°/o di latte scremato in polvere, 1 0°/o di 
siero di capra, 10U/ml di eparina, 0.1°/o di Tween-20 e 0.01°/o di sodio azide-
NaN3). Siero di capra e PBS sono GIBCO, il resto è Sigma 
• ECL Revelation !JS!em (sistema chemiluminescente di rivelazione della Amersham 
Biosciences, U p p sala, Sweden) 
• High performance chemiluminescence ft.lms(Amersham) 
• Nitrocellulosa (PROTRAN 0.45 t-tm, Schleicher & Schuell Bioscience GmbH, 
Dassel, Germany) 
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Procedura. 
All'incirca 1.5x107 RBL 2H3 sensibilizzate per 12 ore con IgE ascite di topo 
(diluite 1:10000) e stimolate con 100ng/ml di DNP-BSA per O (no stimolo) 3, 9, o 
27 minuti erano lisate in ghiaccio con 800 J.!l di Lysis Buffer contenente inibitori di 
proteasi, che veniva uniformemente distribuito sulle cellule per mezzo di uno 
scraper, con il quale allo stesso tempo e sempre in ghiaccio, le cellule venivano 
completamente staccate dal loro supporto (capsula Petri). Il lisato cellulare veniva 
recuperato con una pipetta e posto in una provetta Eppendorf in ghiaccio per 30 
minuti Qa soluzione veniva rimescolata di tanto in tanto per rapida inversione della 
provetta). Illisato veniva quindi centrifugato a 13000 rpm, a 4°C, per 30 minuti, 
allo scopo di eliminare i nuclei e le strutture insolubili. Recuperato il sopranatante, 
esso veniva utilizzato per l'immunoprecipitazione. Allo stesso modo si preparavano 
i lisati cellulari a partire da cellule COS 7 transfettate con Munc 18-2-myc o Rab3D-
myc. A 400 J.!l di lisato cosi preparato (corrispondente a circa 7-8x106 cellule), si 
aggiungevano 5 J...tg di anticorpo monoclonale anti-atubulina, o anti-CD8 umano o 
IgG di coniglio anti-Munc 18-2 over-night a 4°C e in rotazione. Il giorno seguente gli 
immunocomplessi venivano recuperati grazie all' aggiunta di proteina G per i 
monoclonali (o di proteina A per i policlonali) accoppiata a sferule di sefarosio, 
previamente lavate per 3 volte in BBS e per una volta in fysis buffer. Dopo due ore di 
incubazione, le sferule-proteina G erano lavate con fysis buffer per quattro volte (il 
primo lavaggio durava 10 minuti in rotazione a 4°C, mentre i tre successivi erano 
eseguiti rapidamente). Eliminato completamente il sopranatante dalle beads-proteina 
G (o A), venivano direttamente aggiunti 20J.!l di sample buffer 2x riducente e i 
campioni erano bolliti per 5 minuti. 
L'elettroforesi era eseguita secondo il metodo di Laemmli (Laemmli, U.K., 
1979) e si è utilizzato il sistema BioRad III per minigels (Bio-Rad Life Science 
Research, Hercules, CA, US). Venivano preparati gels di poliacrilamide al 1 0°/o 
surmontati da stacking gel per il caricamento delle proteine. I lisati prima di venir 
caricati sui gels, erano diluiti 1:1 in sample buffer 2x, quindi bolliti. La corsa 
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elettroforetica era condotta inizialmente a 160V. Una volta raggiunto il runninggel al 
1 0°/o il voltaggio era aumentato, portato quindi a 200V. Terminata la corsa 
elettroforetica, le proteine erano quindi trasferite su nitrocellulosa. I gels venivano 
messi a stretto contatto con i fogli di nitrocellulosa e immersi in un tampone di 
trasferimento previamente raffreddato a 4 °C, in un campo elettrico di 30V, 1 OOmA 
over-night. Le proteine trasferite su nitrocellulosa venivano incubate in soluzione 
saturante per un'ora a temperatura ambiente e successivamente con IgG di coniglio 
anti-Munc 18-2, o IgG di topo anti-atubulina, o anti-myc per un'ora sempre a 
temperatura ambiente. Gli anticorpi erano diluiti in PBS-1 °/o latte scremato in 
polvere e 0.1 °/o tween-20 alla concentrazione di 1 ~-tg/ ml. Dopo 4 lavaggi in PBS-
tween 0.1 °/o di dieci minuti ciascuno e in agitazione, le nitrocellulose erano esposte 
per 45 minuti alle IgG di capra anti-IgG di coniglio coniugate alla perossidasi e 
diluite 1:30000 in PBS-1 °/o latte scremato in polevere e 0.1 °/o tween-20 oppure per 
40 minuti alle IgG di asino an ti-IgG di topo coniugate alla perossidasi e diluite 
1:10000 in PBS-1 °/o latte scremato in polvere e 0.1 °/o tween-20. Dopo altri 4lavaggi 
come i precedenti, l'immunoreattività delle proteine, era rivelata dal sistema 
chemiluminescente ECL. 
4. Il sistema del doppio ibrido in lievito 
Il sistema del doppio ibrido è uno strumento genetico-molecolare che permette 
di studiare l'interazione diretta tra proteine. Puo' essere utilizzato sia per individuare 
nuove interazioni, tramite screening di una libreria a c-DNA con una proteina "esca", 
sia per studiare l'interazione tra due proteine di cui ci si attende il legame. 
Il principio su cui si basa il sistema è l'interazione tra due domini proteici, 
che porta alla trascrizione di un gene reporter. un dominio attivatore che manca della 
capacità di legare il DNA e un dominio di legame al DNA che riconosce e si 
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posiziona su di una specifica sequenza di DNA. I due domini riuniti permettono di 
ottenere un attivatore trascrizionale completo e funzionale. I due domini separati 
non possono indurre l'attivazione della trascrizione, perchè il dominio di 
attivazione non è più posizionato correttamente rispetto alla sua sequenza 
bersaglio. Nel sistema del doppio ibrido, i domini di legame al DNA e di 
attivazione sono rispettivamente fusi a due proteine distinte A e B. Un complesso 
di trascrizione funzionale è ricostituito solamente quando la proteina A e la 
proteina B interagiscono tra di loro. L'interazione è allora rivelata dall'espressione 
di un gene reporter controllato da un promotore la cui sequenza è riconosciuta dal 
dominio di legame al DNA (Fields S. and Song 0., 1989). Questo sistema 
rappresenta, soprattutto nelle fasi iniziali di ricerca di nuovi partner molecolari, un' 
utile strumento di lavoro. 
4.1 PCR (Polymerase Chain Reaction) e sub-clonazione del DNA 
Materiali e soluzioni. 
• Vettori: pGEX2TK-Syntaxin-3 (sequenza di ratto wild type; Paumet., F., et al., 
2000); pEGFP-C3 Munc 18-2 (sequenza di ratto wild type, Martin- Verdeaux, S., et 
al., 2003); pLex 10 e pGad 10 (gentilmente offerti dalla dottoressa Nadine Varin-
Blank, Département d'Hématologie, Institut Cochin, Paris). 
• Oligonucleotidi: per l'amplificazione di Syntaxina 3: 
• sense: 5'-CGGG.ATCCATGAAGGACCGACTGGAGCAG-3' (sito di 
restrizione per BamHI; SIGMA Genosys); 
• antisense: 5'- CGGi\i\TICTTAmCTrrrCGAGCCTGACC (sito di 
restrizione per EcoRI; SIGMA Genosys); 
• Oligonucleotidi:per l'amplificazione di Munc 18-2: 
• sense 5'-CGGAATTCATGGCGCCCTTGGGGCTGAA-3' (sito di restrizione 
per Eco RI; SIGMA Genosys) 
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• antisense: 5'-CGGG·ATCCTCAGGGCAGGGCTATGTCCTC-3' (sito di 
restrizione per BamHI; SIGMA Genosys). 
• PFU polimerasi e specifico tampone di reazione 10x (STRATAGENE, La Jolla, 
CA, U S) 
• Enzimi di restrizione: BamHI; EcoRI (GibcoBRL GmbH, Eggestein, Germany) 
e tampone di reazione NEB Buffer 2 (New England Biolabs, Inc., Beverly, MA, U 
S) 
• Ligasi T4 e tampone di reaztone specifico (GibcoBRL GmbH, Eggestein, 
Germany) 
• dNTPs (GibcoBRL GmbH, Eggestein, Germany) 
• Agarosio (Sigma-Aldrich) 
• Etidio Bromuro (Eurobio, Les Ullis, France) 
• Acetato di sodio 3M (Sigma-Aldrich) 
• Etanolo assoluto (Carlo Erba Reagenti, Limito, Milano, Italia) 
• Fenolo (Carlo Erba Reagenti) 
• Cloroformio (Carlo Erba Reagenti) 
• Luria Broth (Bio 101 Systems, Q Biogene, Corpora te headquarters, CA U S) 
• Bacto-Agar (BD Biosciences San Jose, CA, U S) 
• Soluzione 1: Tris-HC125 mM, pH 8.0, glucose 50 mM, EDTA 10 mM e lisozima 
8 mg/ml (Sigma-Aldrich) 
• Soluzione 2: N a OH 0.2 M, SDS 1 °/o (Sigma-Aldrich) 
Procedura. 
Entrambi gli inserti sono previamente amplificati per PCR, allo scopo di 
introdurre i siti di restrizione necessari al sub-clonaggio in frame nei due vettori 
pLex10 e pGad10 che serviranno allo screening del doppio ibrido. Gli 
oligonucleotidi sono stati concepiti sulla base delle sequenze di DNA da 
amplificare, con l'aggiunta dei siti di restrizione di interesse. Per l'amplificazione di 
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sintaxina 3 e di Munc 18-2 sono state utilizzate le seguenti condizioni di 
amplificazione: dopo 2 minuti a 94°C per denaturare il DNA, partiva il ciclo di 
amplificazione (ripetuto 30 volte) costituito da 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C 
(per l'accoppiamento degli oligonucleotidi al DNA single strand), 1 minuto e 20 
secondi (per sintaxina 3) o 2 minuti (per Munc 18-2) a 72°C per la 
polimerizzazione. Dopo il 30° ciclo, seguivano altri 5 minuti a 72°C. 
La miscela di reazione comprendeva: 100 ng di DNA, entrambi gli oligonucleotidi a 
0.5 ~M finali, dNTPs 0.2 mM finali, il buffer di reazione della PFU 1x finale e 1.25 
unità di enzima PFU. È stato utilizzato un Thermocycler Thermojet (Equibio, 
Liège, Belgium). 
Gli amplificati sono stati caricati su gel di agarosto all'l 0/o, contenente Etidio 
Bromuro per verificare il successo della PCR. I prodotti di PCR sono stati purificati 
per aggiunta di fenolo/ cloroformio 1:1. La miscela veniva mescolata con l'ausilio di 
un vortex e centrifugata per 1 minuto a 13000 rpm, si prelevava la fase acquosa e si 
ripeteva allo stesso modo l'estrazione. Si aggiungevano due volumi di cloroformio 
per due volte. Si recuperava la fase acquosa. Si aggiungeva 1 /1 O del volume di 
acetato di sodio 3M pH7 e due volumi e mezzo di etanolo assoluto. Si centrifugava 
1 O minuti ed eliminato completamente il soprana tante, si lasciava asciugare il pellet 
over-night. 
Successivamente 40 ~g di pLex 1 O e pGad 1 O venivano separatamente digeriti con 
gli enzimi BamHI (30 U finali) e EcoRI (30 U finali) in presenza di NEB Buffer 2 
1x e incubati 3 ore a 37°C, quindi conservati a -20°C. Le digestioni andavano 
quindi caricate su gel di agarosio all'l 0/o e purificate dopo taglio della banda. Dopo 
aver pesato la banda di agarosio portante il DNA di interesse, si aggiungeva 
un'egual volume di fenolo e si mescolava minuziosamente il tutto con una pipetta. 
Seguiva una fase di congelamento rapido in ghiaccio secco per 15 minuti. Una 
centrifugazione alla massima velocità di 15 minuti, permetteva poi di recuperare la 
fase acquosa. Si aggiungeva un egual volume di cloroformio e si centrifugava per 
alcuni secondi. La fase superiore acquosa veniva misurata con precisione per mezzo 
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di una pipetta e si aggiungeva 1 l 1 O del volume di sodi o acetato 3M pH7 e 2,5 
volumi di EtOH assoluto. Seguiva un'ulteriore fase di congelamento rapido in 
ghiaccio secco per 15 minuti e si centrifugava alla massima velocità per 10 minuti. 
Si lasciava asciugare il pellet. Quando il pellet era completamente aciutto, si 
aggiungevano 15 ~l di acqua milliQ. 
Ligazione 
1 microlitro di vettore con 2.5 microlitri di M un c 18-2 (o di syntaxina3) e con 1 
microlitro di T 4 ligasi e 2 microlitri di buffer 5x, per un volume fmale di 1 O 
microlitri era incubato a 15°C over-night. La trasformazione delle cellule competenti 
D H5a (30 microlitri di batteri) si effettuava con 2 microlitri di reazione di ligazione. 
Dopo 30 minuti in ghiaccio, seguiti da 20 secondi a 37°C, e da 1 ora a 37°C con 1 
ml di Luria Broth, i batteri trasformati venivano piastrati su Capsule Petri contenenti 
Luria Broth-Agar e ampicillina (100 J.lglml finali) e venivano incubati a 37°C over-
night. Il giorno seguente si verificava la presenza delle colonie. Alcune colonie 
veruvano selezionate e messe in coltura over-night in 3 mi di Luria Broth in 
presenza di ampicillina. Quindi le colture venivano trasferite in provette 
Eppendorf, centrifugate alla massima velocità per un minuto, e il pellet veniva 
riso speso in 100 ~ di soluzione 1. Si mescolava vigorosamente la soluzione e la si 
lasciava incubare a temperatura ambiente per 5 minuti. Si aggiungevano 200 1-11 di 
soluzione 2, si invertiva la provetta almeno 10 volte lentamente e si incubava il 
tutto in ghiaccio per 1 O minuti. Si aggiungevano 150 J.ll di soluzione 3 a 4 °C, si 
incubava 1 O minuti in ghiaccio. Si centrifugava la miscela a 4 °C, 13000 rpm per 1 O 
minuti, dopo di che, si recuperava la fase superiore e si aggiungevano 800 1-11 di 
fenolo l cloroformio (1: 1). Si agitava la miscela e si centrifugava a 13000 rpm per 1 
minuto. Si recuperava la fase superiore e gli si aggiungevano 400 ~l di cloroformio. 
Recuperata la fase superiore, si aggiunge 1 ml di etanolo assoluto. Si mescola 
vigorosamente, si attendeva 5 minuti a temperatura ambiente affinchè la 
precipitazione avvenisse. Dopo 1 O minuti di centrifugazioen a 13000 rpm, si 
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eliminava completamente il sopranatante, si asciugava completamente il pellet che 
veniva risospeso in 50 microlitri di acqua milliQ, in presenza eli RNAsi A (Quiagen, 
GmbH, Hilden, Germany). 
4.2 Materiali: proteine di fusione e medium 
E' stata clonata la proteina Munc 18-2 ricombinante con il dominio di 
legame al DNA della proteina LexA nel plasmide pLex1 O. La libreria di c-DNA, 
prodotta a partire da cellule della linea RBL-2H3, gentilmente donata dal Dott. Juan 
Rivera (NIH, Bethesda, US), è stata clonata nel plasmide pGad 1 O, di modo che 
ogni cDNA fosse ricombinante con il dominio attivatore della proteina Gal4. I 
plasmidi pLex1 O e pGad 1 O portano rispettivamente i markers di selezione 
Triptofano e Leucina. Il lievito Saccharomyces cerevisiae L40, gentilmente donato dalla 
Dott.ssa Nadine Varin-Blank (Institut Cochin, Paris), utilizzato nel saggio di doppio 
ibrido, cresce a 30°C in medium YPD (Y east Extract/Peptone/Dextrose medium) 
e porta i geni reporter his3, lys2, ura3 e lacZ sotto il controllo del promotore della 
proteina LexA. 
• Medium YPD: Bacto-peptone 20g/l, Bacto Y east Extract 1 Og/1, Glucosio 20g/l, 
Agar 15g/l, pH 7 (Bio 101 Systems, Q Biogene, Corporate headquarters, CA, U S). 
• LB Medium: Bacto-Tryptone 1 Og/1, Bacto Y east Extract 5g/l, I< CI Sg/1 (Bio 101 
Systems) 
• M9 Minima! Medium +UPT: M9 minima! salt 10g/l, CaC12-2H20, 0.1mM, 
Glucosio 4g/l, Uracile O.lg/1, Prolina O.lg/1, Bacto Agar 15g/l (Bio 101 Systems). 
Dopo sterilizzazione, aggiunti: MgS04 2x10-
3M, Tiamina 1mM, Triptofano 0.01 °/o, 
Ampicillina SOmg/1 (Bio 101 Systems) 
• Medium DO-W(o D0-1): Yeast Nitrogen Base 1,7g/L, Solfato d'ammonio 
Sg/L, Glucosio 20g/L, miscela di aminoacidi senza il Triptofano 2g/L, Na2HP04 
5.75 mM, NaH2P04 4.3 mM (Bio 101 Systems) 
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• Medium DO-WL (o D0-2): come medium precedente ma con aggiunta di 
miscela di aminoacidi senza Triptofano né Leucina (Bio 101 Systems) 
• Medium DO-WLHUK: come il precedente ma con aggiunta di un medium 
senza uracile e contenente una miscela di aminoacidi senza Triptofano, Leucina, 
Istidina, e Lisina (Bio 101 Systems). 
4.3 Trasformazione del lievito con il plasmide "esca". 
Soluzioni: 
Tampone di lavaggio (Acetato di litio 0.1 M, Tris-HCL 10mM pH7.4, EDTA 1mM, 
tutto sigma-Aldrich) 
PEG 50°/o ( 50°/o di polietilenglicole 3350 in tampone di acetato di litio) (Sigma-
Aldrich) 
DNA di sperma di salmone (gentilmente offerto dalla Dott.ssa Nadine Varin-
Blank, Institut Cochin, Paris). 
Procedura: 
Il lievito L40 é messo in coltura over-night in 50 ml di medium YPD. Dopo 
una centrifugazione di 5 minuti a 3000 rpm, a temperatura ambiente, il pellet è 
lavato in uno specifico tampone di lavaggio. Il lievito è risospeso nel medesimo 
tampone alla concentrazione di 5x1 08 cellule/ ml e reso competente alla 
trasformazione con il DNA grazie ad un'incubazione di un'ora a 30°C, in 
agitazione. La trasformazione è fatta con 150 ml di sospensione di lievito, 4 mg di 
DNA di sperma di salmone, 1 mg di Munc 18-2S42F /LexA (il plasmide "esca") e 
SOOml di PEG 50°/o per un ora a 30°C. Successivamente le cellule di lievito sono 
sottoposte ad uno shock termico di 30 minuti a 42°C. Segue una centrifugazione di 
pochi secondi (1 0-15sec) a 14000 rpm a temperatura ambiente. Il pellet ottenuto è 
lavato per due volte in medium YPD, rimesso in sospensione in questo medium, 
distribuito uniformemente su capsule petri di medium DO -1 e incubato a 30°C. 
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4.4 Screening del lievito trasformato con la libreria a c-DNA e con Sintaxina-
3-Gal4. 
Una colonia isolata sulle petri D0-1 è fatta crescere in pre-coltura per 8 ore a 
30°C in 50 ml di medium D0-1 liquido e poi ripresa in un volume finale di 250 ml 
dello stesso medium -1 per crescere over-night. Si attende che la coltura amplificata 
raggiunga una concentrazione di 2X1 07 cellule/ ml. A questo punto le cellule sono 
trasformate con 60 ~g di c-DNA della libreria con lo stesso metodo 
precedentemente descritto. Per un controllo positivo dell'efficacità del saggio una 
parte del lievito trasformato con Munc 18-2 è successivamente trasformato con 
Sintaxina 3-Gal4. Al fine di valutare l'efficacità della trasformazione, diverse 
dluizioni della sospensione di lievito trasformata sia con M un c sia con la libreria (e 
sia con Munc sia con Syntaxina 3Gal4) sono distribuite su delle capsule Petri di 
medium D0-2 per determinare il titolo dei transfettanti e il resto della sospensione 
è distribuito su Petri D0-5. Le colonie selezionate su Petri D0-5 sono isolate per 
il controllo della specificità dell'interazione ed in caso di risultato positivo per 
l'estrazione dei plasmidi. 
4.5 Controllo della specificità dell'interazione 
Materiali e Soluzioni: 
• Filtri 40 paper (Whatman plc, Brentford, UI<) 
• Tampone Z: 60mM Na2P04, 40mM NaH2P04, 10mM KCl, 1mM MgS04 
• Beta-mercaptoetanolo 14M (Sigma-Aldrich) 
• Xgal 2°/o in DMF (dimetilformamide) MoleculA, (Columbia MD, U Se Sigma-
Aldrich) 
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Procedura: 
Le colonie di lievito che crescono in capsule Petri -5 sono selezionate e 
strisciate su capsule Petri -5 e replicate su dei filtri. Questo test permette 
rispettivamente di confermare l'espressione dei geni His3, Lys2 e Ura3 su capsule(-
5) e LacZ su filtro per attività della beta-galattosidasi e colorazione blu del 
cromogeno Xgal. Il test è realizzato dopo il seguente trattamento del filtro: 
congelazione in azoto liquido seguita da contatto con un secondo filtro imbibito di 
una soluzione costituita da 3 ml di tampone Z, di 8.1 ~l di beta-mercaptoetanolo e 
di 3J.tl di una soluzione Xgal al2o/o in DMF (dimetilformamide). La colorazione blu 
appare dopo 1-24 ore di incubazione. Il fenotipo His+, Lys+, Ura+, e Lac Z+ 
ritrovati unicamente con l'esca sono dei veri positivi. Le preparazioni plasmidiche 
che donano dei cloni positivi sono purificate e sequenziate. Le sequenze saranno 
trattate con il programma BLASTper ritrovare omologie di sequenza. 
4.6 Estrazione di proteine dal lievito 
Dopo trasfezione, e crescita delle colonie in capsule Petri le colonie selezionate, 
sono rimesse in coltura in 1 Orni di medium liquido a 3°C , over-night in agitazione. 
La sospensione è centrifugata a 3000 rpm per 5 minuti a temperatura ambiente. Il 
sopranatante è eliminato e il pellet ripreso in 1 ml di acqua e transferito in una 
provetta Eppendorf. La sospensione è centrifugata a 3000 rpm, per 5 minuti a 
temperatura ambiente. Il pellet recuperato è congelato in azoto liquido e 
successivamente trasferito a -20°C per 1 O minuti. Il pellet congelato è ripreso in 400 
~l di sample buffer 2X (beta-mercaptoetanolo 5°/o) e lasciato a 4°C. 400 J.tl di biglie 
di vetro lavate con acido acetico sono aggiunte. I tubi vengono vortexati alla 
massima velocità 4 volte per 30 secondi separate da incubazioni in ghiaccio di 1 
minuto. I tubi vengono poi bolliti a 95°C per 5 minuti , centrifugati 15 minuti a 
13000 rpm a temperatura ambiente. Il sopranatante puo' essere collezionato a -
20°C o subito caricato in un gel SDS-PAGE. 
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5. Preparazione di mastociti peritoneali di ratto. 
Materiali e soluzioni. 
• Soluzione salina (SS): N aCl 1.54 M; I< CL 27mM; CaC12 • H20 6.8 mM). 
• Soluzione tampone (BS): Na2HP04 0.1M; I<H2P04 0.1M, portare a pH 7.3 con 
NaOH. 
• Soluzione di albumina bovina (A) al 1 0°/o. 
• Soluzione Percoll (30ml di soluzione): 24.5 ml di Percoll (Amersham 
Biosciences, Uppsala, Sweden), 3.5 ml di SS, 2.8 ml di H20, 0.35 ml di A, portare a 
pH 7.3 con KH2P04 0.1M. 
Procedura. 
Si prepara la soluzione BSSA, per il lavaggio del peritoneo, utilizzando le 
soluzioni previamente preparate. Per 100 ml di BSSA: 10 ml SS + 10ml BS + 1ml 
A + 79 ml H 20. Il ratto è sacrificato per asfissia con C02. Subito dopo si iniettano 
nel peritoneo 20 ml di soluzione BSSA. Si recupera il liquido di lavaggio e lo si 
centrifuga a 150xg, a 4 °C, per 8 minuti. Il pellet ottenuto va riso speso in 2 ml di 
soluzione BSSA che vengono stratificati con cura su 5 ml di soluzione Percoll in 
provette di vetro. Si centrifuga il gradiente cosi preparato per 20 minuti a 1050 rpm 
(250xg), 4°C. Si rimuove il sopranatante e si risospende il pellet in 10 ml di 
BSSA/ campione. Per allontanare tutto il Percoll presente. Si centrifuga 5minuti, 
4°C, 1050 rpm. Si risospende il pellet in PBS. 
Le cellule venivano stimolate direttamente nella soluzione tampone per 
aggiunta di 48/80, previamente sciolto 10 mg/ml in DMSO alla concentrazione 
finale di 10 J.lg/ml. Dopo 30 mina 37°C l'incubazione era bloccata in sospensione 
mediante aggiunta 1:1 v /v della soluzione di fissazione per la microscopia 
elettronica 0.2 M tampone cacodilato e 2°/o glutaraldeide. 
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6. Immunocitochimica: microscopia elettronica 
Materiali e soluzioni. 
• Glutaraldeide (Serva, Heidelberg, Germania) 
• Tampone cacodilato 0. 1M, pH 7.4 (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO) 
• Tetrossido d'osmio (Os04) (Sigma) 
• Etanolo assoluto (1\1erck, Darmstadt, Germany) 
• Dow Epoxy Resin (DER 322-Unione Chimica Europea, Milano, Italia) e DER 
732 (Serva) 
• Acido periodico all'l 0/o (Sigma) 
• Tris-HCl 20mM, pH8.2, contenente di BSA (1 °/o) e Tween-20 (0.05°/o) (fris e 
HCl sono della Carlo Erba Reagenti BSA e Tween-20 della Sigma) 
• Triton X-100 (0.05°/o) (Sigma) 
• IgG di coniglio anti-Munc 18-2, anti Syn3, (vedi paragrafo anticorpi) 
• IgG di siero preimmune di coniglio (vedi paragrafo anticorpi) 
• IgG an ti-IgG di coniglio, prodotte in capra, coniugate a particelle d'oro 
colloidale (di 1 Onm e 20nm di diametro) (British Biocell International; Cardiff, UK) 
• acetato di uranile (Sigma) 
• citrato di piombo (Sigma) 
Procedura. 
I mastociti peritoneali di ratto venivano fissati in glutaraldeide, diluita in 
tampone cacodilato 0.1 M p H 7.4 alla concentrazione fmale dell'l 0/o, e in cubati per 
20 minuti a temperatura ambiente. Il materiale biologico era post-fissato con il 
tetrossido d'osmio (Os04) all'l o/o, disidratato in etanolo crescente e incluso in DER 
322-DER 732 (Zabucchi, G., et al., 1992, Lungarella, G., et al., 1991). Sia per la 
marca tura singola che doppia con particelle d'oro colloidale, le sezioni ultrasottili 
venivano preparate con l'ultramicrotomo Ultracut UCT (Leica, Wien, Austria). I 
114 
RJSULTATJ COMPLE/HEN1>tR1, J-Jateriali e ;Uetodi 
campioni venivano montati su griglia di nichel e trattati per un minuto con acido 
periodico all'l 0/o, poi risciacquati due minuti in acqua distillata per 3 volte (2 minuti 
per ogni risciacquo). Le sezioni sono state incubate in un tampone Tris-HCl (vedi 
sopra) per 1 O minuti a temperatura ambiente ed esposte over-night a 4 °C a IgG 
anti-Munc18-2 di ratto prodotte in coniglio, a IgG anti-Sintaxina 3 di ratto prodotte 
in coniglio o alle IgG di siero preimmune di coniglio, diluiti 1:100 (15 J..Lg totali) in 
20mM Tris-HCl-BSA, contenente lo 0.05°/o di Triton-X-100. Le griglie venivano 
lavate tre volte (per 25 minuti) nello stesso tampone, e successivamente incubate, 
per un'ora a temperatura ambiente, con l'anticorpo secondario, marcato con oro 
colloidale (10nm e 20 nm). Gli anticorpi coniugati all'oro colloidale erano diluiti 
1:50 in Tris-HCl-BSA-Triton. Dopo l'incubazione, le griglie venivano lavate per 5 
volte (per 25 minuti) e trattate per 5 minuti con acetato di uranile e 5 minuti con 
citrato di piombo. 
La valutazione quantitativa della positività su sezioni cellulari veruva 
effettuata su stampe ottenute dall'osservazione al microscopio elettronico in 
trasmissione (EM208; Philips Eindhoven, The Netherlands), contando le particelle 
d'oro in 40 sezioni cellulari che mostrano i lobi nucleari. 
Per la doppia marcatura, le griglie di nichel, trattate come sopra, prima con 
IgG anti-Munc18-2 e poi con IgG di capra anti-IgG di coniglio, coniugate con oro 
colloidale del diametro di 10 nm, venivano successivamente girati e trattati allo 
stesso modo: con IgG anti-sintaxina 3 di coniglio e quindi con anticorpi anti-IgG di 
coniglio prodotti in capra e coniugati con oro colloidale di 20 nm di diametro. I 
lavaggi erano eseguiti come nel caso della marcatura singola, ogni volta per ogni 
marca tura. 
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RISULTATI 
1. Ricerca di partners molecolari con la tecnica del doppio ibrido. 
La proteina Munc 18-2 svolge un ruolo di regolatore nell'esocitosi dei granuli 
secretori dei mastociti (Martin-Verdeaux, S., et al., 2003), il cui preciso 
meccanismo resta tuttora ignoto. Nei neuroni, dove il processo di fusione è stato 
negli ultimi anni oggetto di profondo studio da parte di numerosi gruppi di ricerca, 
è espressa la proteina M un c 18-1, l'iso forma neuronale e finora la più studiata tra le 
Munc 18 di mammifero. Essa interagisce con diverse proteine oltre che con la 
sintaxina (vedi Introduzione, paragrafo 2.2.4) ed è probabilmente grazie a queste 
plurime interazioni che pu6 essere spiegato un duplice ruolo, che a volte la vede 
coinvolta come regolatore negativo della secrezione, a volte come regolatore 
positivo. Supponiamo che anche la proteina Munc 18-2, e probabilmente la 
proteina Munc 18-3, interagiscono con altri partners e non solo con le sintaxine 
(rispettivamente la -2 e la-3 con munc 18-2, e la sintaxina -4 con Munc 18-3). È 
sulla base di questi presupposti che ho tentato di trovare nuovi partners di 
interazione per Munc 18-2, tramite uno screening con una libreria a c-DNA di cellule 
RBL-2H3, grazie al sistema del doppio ibrido nel lievito. Sfortunatamente, 
nonostante diversi tentativi da parte mia, il saggio ha donato esiti negativi. La 
proteina ricombinante Munc 18-2-LexA, correttamente amplificata per PCR, e 
controllata per sequenziamento, cresce nel lievito in terreni di selezione privi 
dell'aminoacido triptofano (-1). In seguito a co-transfezione con la libreria a c-
DNA, è possibile selezionare alcune colonie in terreni selettivi privi del triptofano e 
della leucina (-2), ma non in terreni privi di triptofano, leucina, istidina, lisina e 
uracile (-5). Se si selezionano colonie provenienti da terreni selettivi di tipo -1 e 
116 
R1SltLT4 TI CO/\JPl.EML·:NlARJ, RJr,ulrati 
colonie provenienti da terreni di tipo -2 e si estraggono le proteine dal lievito, si 
puo' vedere che l'espressione della proteina M un c 18-2-LexA, (figura la) che in 
assenza della libreria è percepita in immunoblotting, non viene più rivelata nelle 
colonie co-transfettate. Probabilmente la presenza della libreria inibisce in qualche 
modo l'espressione della proteina. Per assicurarci della veridicità del sistema, ho 
costruito come controllo positivo del nostro sistema, la proteina Sintaxina 3-Gal4 
(già noto partner molecolare di Munc 18-2). Colonie selezionate transfettate con 
Munc 18-2LexA, sono state successivamente transfettate con Syn3Gal4 e 
successivamente distribuite su terreni di coltura -2 e -5. Questa volta in entrambi i 
casi crescevano colonie positive. Sono state allora selezionate le colonie positive, 
rifatte crescere in terreni selettivi -5, e per replica plating, sono state deposte su ftltro 
e trattate per la rivelazione dell'attività della ~-galattosidasi. Le colonie Munc18-2-
LexA/Syn3-Gal4 si coloravano in blu (figura lb). 
Abbiamo deciso, dopo un certo numero di tentativi, di abbandonare questa 
metodologia per la ricerca di partners di interazione della proteina Munc 18-2. Non è 
escluso che in futuro si adotteranno altre metodologie, quali ad esempio i saggi di 
pull-down per recuperare eventuali partners di interazione direttamente dai lisati 
cellulari. 
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Figura 1. A) Immunoblotting anti-cxMunc18-2 delle proteine di lievito estratte e caricate su gel 
di poliacrilarnide al 10%. Lane 1: lievito L40, Lane 2: lievito L40 trasformato con Munc 18-
2LexA, lievito L40 trasformato con Munc 18-2LexA e la libreria a c-DNA di RBL-2H3. 
B) Colonie di lievito L40 piastrate su capsule Petri -5, in la) Ras- (come controllo negativo), l b) 
Munc 18-2LexA e Sintaxina3Gal4, le) Ras e Raf (come controllo positivo). In 2B) reazione 
calorimetrica del filtro corrispondente alla stessa capsula Petri. Solo le colonie del .controllo 
positivo Ras/ Raf e quelle di Munc 18-2/ Syntaxina 3 presentano una corretta attività della ~­
galattosidasi. 
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2. Analisi delle interazioni dirette in vivo tra Munc 18-2 e la 
tu bulina. 
Nelle cellule RBL-2H3, una linea basofila leucemica di ratto, comunemente 
utilizzata come modello di mast cellule, è stato messo in evidenza che la proteina 
Munc 18-2 si allinea con strutture del citoscheletro di tubulina (Martin- Verdeaux, 
S.J et aLJ 2003). Nello stesso studio, si è anche dimostrato che l'utilizzo di 
nocodazolo, un composto chimico che depolimerizza la tubulina polimerica, non 
solo inibisce la degranulazione, ma anche l'allineamento tra Munc 18-2 e i 
microtubuli, è perduto e si assiste ad una ridistribuzione diffusa e aspecifica che 
segue quella della tubulina divenuta esclusivamente globulare (Martin- Verdeaux~ 
S.J et aLJ 2003). È a partire da tali evidenze empiriche, che ho realizzato una serie di 
esperimenti volti a dimostrare che le due proteine interagiscono direttamente. 
In figura 2 si riporta un'immunoprecipitazione con anticorpi anti-atubulina 
eseguita su due lisa ti di cellule COS 7, previamente transfettati con il construtto 
Munc 18-2-myc (+) o con il construtto Rab3D-myc (-), utilizzato come controllo 
negativo. Le proteine immunoprecipitate sono state caricate su un gel di 
poliacrilamide al 10°/o (SDS-PAGE 10°/o) e finita la corsa elettroforetica, il gel è 
stato sottoposta ad un trasferimento over-night su nitrocellulosa (western blot o 
immunoblottin~. La rivelazione, utilizzando anticorpi monoclonali anti-myc, rivela 
che solo la proteina Munc-18-2 esogena è stata co-immunoprecipitata, mentre 
nessuna banda è rivelata nella corsia del controllo negativo. Questo esperimento è 
stato eseguito più volte e sono stati ottenuti sempre gli stessi risultati. 
Volendo essere certi che tale interazione si realizza anche in condizioni 
normali, con una fisiologica concentrazione di Munc 18-2, lo stesso esperimento di 
immunoprecipitazione, è stato eseguito su lisati di RBL-2H3, utilizzando come 
controllo di immunoprecipitazione anticorpi monoclonali anti-CD8 umano. Come 
si vede in figura 3, anticorpi monoclonali anti-atubulina immunoprecipitano Munc 
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18-2, mentre anticorpi anti-CD8 umano non immunoprecipitano Munc 18-2. 
Sembra verosimile che solo una piccola quantità di Munc 18-2 venga concentrata 
dagli anticorpi anti-tubulina. Questo potrebbe essere un limite delle condizioni 
sperimentali, ovvero legato alla capacità immunoprecipitante dell'anticorpo stesso. 
Inoltre la quantità di tubulina solubilizzata dal detergente utilizzato nel tampone di 
lisi (CHAPS, e SDS) dev'essere piccola. Cio' nonostante, dai risultati fin qui 
ottenuti, sembra possibile che almeno una certa quantità di Munc 18-2 interagisca 
in vivo con la tu bulina. Ci si è chiesti a questo punto quale poteva essere l'eventuale 
significato di tale interazione e se anche Munc 18-2 potesse a sua volta 
immunoprecipitare la tubulina. Abbiamo allora co-immunoprecipitato la tubulina 
con IgG di coniglio anti-Munc 18-2 su lisati di RBL-2H3, stimolati in maniera 
differenziale (figura 4). Abbiamo cosi verificato che non solo anche gli anti-Munc 
18-2 possono recuperare una piccola quantità di tubulina, ma che tale quantità 
cambia a seconda del tempo di stimolazione e che in particolare tale quantità 
diminuisce con l'aumentare del tempo di stimolazione, a parità di Munc 18-2 
presente. Sembra quindi che l'interazione tra le due proteine endogene sia modulata 
durante la degranulazione, fornendoci quindi un'informazione supplementare sul 
suo possibile significato fisiologico nei processi di secrezione. 
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Figura 2. Immunoprecipitazione con anticorpi monoclonali anti-a:tubulina, rivelata con 
anticorpi monoclonali anti-myc in lisati totali di cellule COS7, transfettate con il construtto Munc 
18-2-myc. La proteina Munc 18-2 esogena co-imrnunoprecipita con la tubulina. 
KDa 
66.4 
a b c 
-
IB: -Munc18-2 
Figura 3. Immunoprecipitazione con anticorpi monoclonali anti-a:tubulina (b) e con anticorpi 
monoclonali anti-CD8 umano (c), rivelata con IgG di coniglio anti-Munc 18-2. In (a) è mostrato 
illisato totale di RBL-2H3 (10 f.Ll di lisato totale corrispondente a 250000 cellule). 
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lP: a-Munc18-2 
Stimolazione DNP-BSA: 
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Tubulina associata: 1 1.11 0.51 0.31 
b) 
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Figura 4. (a) Immunoprecipitazione con IgG di coniglio anti-Munc 18-2, rivelata in 
immunoblotting con anticorpi monoclonali anti-cxtubulina di lisati di cellule RBL-2H3 attivate via 
recettore per le IgEa tempi differenziali; (b)Irnmunoblotting con IgG di coniglio anti-Munc 18-2. 
La stessa quantità di pro teina Munc 18-2 immunoprecipita diverse quantità di tubulina. Le 
quantità di tubulina associata sono state determinate con ImageJ software ed è stato 
arbitrariamente attribuito il valore 1 al tempo zero. 
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3. Osservazioni morfologiche 
Sono stati preparati mastociti peritoneali di ratto, i quali sono stati stimolati via 
48/80 opppure no, e inclusi per un'analisi su sezioni ultrasottili al microscopio 
elettronico a trasmissione. Abbiamo effettuato una doppia marcatura: Munc 18-2 e 
il suo oramai noto partner molecolare: la Sintaxina 3. I risultati ottenuti sono 
estremamente interessanti. Munc 18-2 e Sintaxina 3 colocalizzano sui granuli 
secretori. La loro distribuzione è prevalentemente granulare, anche se in alcune 
sezioni si vede una localizzazione alla plasma membrana. Munc 18-2, a differenza 
della sintaxina, non è una proteina di transmembrana,e può essere citosolica, come 
abbiamo visto in questa Tesi (vedi articolo II). Nelle sezioni ultrasottili di mastociti 
peritoneali di ratto, in particolare nelle cellule a riposo, un'importante quantità di 
Munc 18-2 si associa a delle strutture, per il momento ignote, che connettono i 
granuli. Tra queste strutture, che come un "ponte" tengono "legati" due granuli, si 
vede la syntaxina 3, localizzata sul granulo (figura 5). 
L'osservazione di sezioni ultrasottili di mastociti peritoneali di ratto stimolati, 
mostra in alcuni punti, dove i granuli non sono ancora completamente fusi tra di 
loro, la stessa distribuzione di particelle d'oro colloidale corrispondenti a Munc 18-
2 e Syntaxina 3, già osservata in cellule a riposo, ma la distanza tra i due granuli è 
inferiore e la struttura filamentosa di connessione non è più visibile (figura 6a). 
Altri granuli, che mostrano un già più avanzato stato di fusione Qa matrice 
granulare di questi granuli un p6 più grandi appare meno densa al microscopio 
elelttronico) sono estremamente positivi al marcaggio con M un c 18-2 e sintaxina 3, 
in particolare le particelle d'oro si ritrovano uniformemente distribuite su tutta la 
sezione del granulo (figura 6b,c, d). Anche la membrana plasmatica è positiva 
(figura 6b, c), in particolare dove si vede un granulo all'interno della camera 
granulare, pronto a fondersi con la stessa. 
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Figura 5. Sezioni ultrasottili di mast cellule peritoneali di ratto, incubate con igG di coniglio 
anti-Munc 18-2 e con IgG di coniglio anti-Sintaxina 3 e rivelate con IgG di capra anti-IgG di 
coniglio marcate con oro colloidale (10 nm= Munc 18-2; 20 nm= Sintaxina 3). 
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c 
Figura 6. Sezioni ultrasottili di mast cellule peritoneali di ratto, attivate con 48/ 80, incubate 
con IgG di coniglio anti-Munc 18-2 e con IgG di coniglio anti-Sintaxina 3 e rivelate con IgG di 
capra anti-IgG di coniglio marcate con oro colloidale (10 nm= Munc 18-2; 20 nm= Simaxina 3). 
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DISCUSSIONE 
I mastociti sono cellule secretorie, che in seguito ad uno stimolo possono 
rispondere rilasciando all'esterno il contenuto dei propri granuli secretori. La 
fusione tra la membrana dei granuli e quella plasmatica è mediata da proteine di 
tipo SNARE, identificate inizialmente nei neuroni e attualmente considerate come 
generali artefici della fusione regolata, poichè conservate tra le specie e utilizzate da 
diversi sistemi cellulari. La regolazione della loro funzione è di estrema importanza 
in tutti i sistemi cellulari che attuano l' esocitosi regolata. In particolare nelle cellule 
ematopoietiche infiammatorie, come i mastociti o i neutrofili, tale rilevanza si 
spiega con la necessità che la risposta cellulare sia efficace e controllata, al fine di 
non risultare nociva. E' per . questa ragione che verosimilmente esistono più 
meccanismi che agiscono in concerto per regolare i meccanismi di secrezione. Le 
proteine Munc 18-2 e Munc 18-3 sono espresse dai mastociti e interagendo 
rispettivamente con le SNARE Syntaxina 2 e 3, e sintaxina 4, svolgono 
probabilmente un ruolo regolatorio nella fusione. E' probabile inoltre che altri 
componenti cellulari, come il citoscheletro, intervengano nel fenomeno. 
Nei risultati sin qui ottenuti dimostriamo come la proteina Munc 18-2 espressa dai 
mastociti, interagisca direttamente, oltre che con il suo partner SNARE, Sintaxina 
3, con la tubulina. Tale interazione sembra essere modulata durante la stimolazione 
dei mastociti. Diverse quantità di tubulina sono infatti precipitate dalla stessa 
quantità di Munc 18-2 in RBL-2H3 stimolate in modo differenziale. Il significato di 
tale evidenza sperimentale dev'essere ulteriormente investigato per essere chiarito, 
ma sembrerebbe verosimile che durante l'esocitosi Munc 18-2 si liberi parzialmente 
della tubulina con cui interagisce, e che forse le impedisce di effettuare la sua 
funzione. Oppure più semplicemente la tubulina costituisce una sorta di 
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piattaforma d'azione che durante il processo secretorio VIene depolimerizzata o 
reclutata altrove e che quindi non interagisce più con Munc 18-2. Questa seconda 
ipotesi è avvalorata dai risultati sperimentali d'osservazione morfologica su sezioni 
ultrasottili di mastociti peritoneali di ratto (vedi sotto). Non è ancora chiara la 
precisa natura dell'interazione Munc 18-2-tubulina, ed è per questa ragione che 
abbiamo in programma di effettuare esperimenti di pull-down con la beta e la alfa 
tubulina-GST, per chiarire quale delle due subunità interagisca direttamente con 
Munc 18-2 e per verificare ulteriormente la diretta interazione, a causa della natura 
"collante" della tubulina, che fa sospettare che l'interazione sia aspecifica, 
nonostante i controlli e i ripetuti esperimenti. 
Abbiamo potuto investigare la precisa localizzazione subcellulare di Munc 18-2 e di 
Sintaxina 3, grazie all'analisi di sezioni ultrasottili di mastociti peritoneali di ratto. E' 
emerso chiaramente che le due proteine sono entrambe presenti soprattutto sui 
granuli secretori. Più in particolare, mentre la sintaxina 3 si localizza solo sui 
granuli, Munc 18-2 si posiziona anche su interessanti strutture extra-granulari che, 
come dei "ponti" connettono i granuli tra di loro e dalle quali la sintaxina 
sembrerebbe essere per lo più esclusa. La natura di tali strutture filamentose, in 
accordo con questo studio e con precedenti pubblicazioni (Martin- Verdeaux, S., 
et al., 2003) potrebbe rivelarsi costituito da tubulina. Queste curiose strutture 
potrebbero infatti giocare un ruolo fisiologico nel meccanismo di fusione, già noto 
per i mastociti, conosciuto con il nome di compound exorytosis o esocitosi composta. 
Non tutti i granuli, in risposta ad uno stimolo di attivazione, fondono direttamente 
con la membrana plasmatica. Essi fondono anche tra di loro e solo 
successivamente con la plasmamembrana (Alvarez de Toledo, G., and 
Femandez, J.M., 1990, Lollike, K, et al., 2002) aumentando la velocità di 
fuoriuscita del loro contenuto per unità di superficie, e quindi rendendo più efficace 
il processo secretorio. 
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Articolo III: Asbestos bodies: isolation and pro-
inOammatory activity. Submitted to Medicai Chemistry. 
I corpi dell'asbesto sono particolari strutture che si formano in soggetti 
esposti alle fibre di asbesto e che sono costuiti da ferro, proteine e dalle stesse fibre 
di amianto. In questo studio si espone un metodo per isolarli, senza modificarne 
chimicamente la struttura, a partire da campioni di polmone di pazienti sottoposti a 
biopsia in cui è stato diagnosticato il mesotelioma maligno, un nefasto tumore delle 
membrane sierose, la cui apparizione e formazione è correlata ad una massiccia 
esposizione alle fibre di amianto. Si dimostra inoltre come i corpi dell'asbesto così 
isolati possano attivare i granulociti neutrofili umani, i quali producono radicali 
liberi dell'ossigeno e liberano la mieloperossidasi, un enzima microbicida e pro-
infiammatorio, contenuto nei granuli azurofili. I granulociti neutrofili incubati con i 
corpi dell'asbesto o con le fibre nude e analizzati al microscopio elettronico a 
scansione tentano di fagocitare entrambi e presentano una morfologia atipica, 
segnale di aumentata pemeabilità di membrana e di apoptosi. Si dimostra che i 
corpi dell'asbesto, sin'ora ritenuti inerti, sono più reattivi delle fibre dai quali si 
formano e quindi potenzialmente pro-infiammatori e pro-neoplastici. 
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ABSTRACT: 
One of the main problems related to asbestos bodies (ABs) is their possible pathogenetic role in 
asbestos associated diseases. We could directly addressed this question by purifying whole, 
integra/, unmodified ABs by exploiting their magnetic properties avoiding any strong chemical 
treatment. In this paper we show for the first lime that purified ABs can interact actively with and 
stimulate injlammatory cells. Our findings suggest that, even ifnudefibres are thought to be more 
active than their coated counterparts, ABs are reactive too, being capable of triggering AB 
ingestion, stimulating the secretion of granule components and free radicals from 
polymorphonuclear neutrophilic granulocytes (PMN) and eventually inducing necrosis of these 
ce l/s. 
The interaction of ABs with injlammatory cells may have a role in asbestos induced diseases. We 
speculate that, by triggering the secretory process and possibly improving free radica/ production 
from P.MN. ABs can open the way to reach mesothelial cells from the alveolar space, and a/so 
stimulate the mutagenic activity of these cells. Experiments for giving experimental evidence in 
favour ofthis hypothesis are underway. 
INTRODUCTION 
Ferruginous bodies (FBs ), firstly 
reported in 1906 by Marchand 1, are minerai 
fibres coated with materia! of both inorganic 
an d organi c nature containing iron 2-4, calcium 
4
-
6 an d phosphorus salts 4, pro te in 4• 7-9 an d 
other materia! including proteglycans 5• 10, 
hematoidine 11 an d oxalate crystals 12• When 
the core of these bodies consists of asbestos, 
FBs are known as asbestos bodies (ABs) 13• 14 
and their count is one of the most available 
diagnostic tool for establishing the degree of 
asbestos exposure among the generai 
population. The presence of such bodies is 
one factor which is taken in account in 
assessing cases with asbestos related disease 
for the purpose of social compensation 15, 
although their presence is only an indication 
of past exposure and not a proof of the 
causative role of asbestos. 
The pathogenetic role of the ABs in 
diseases, such as asbestosis and lung or 
pleural tumours, has been unexplored up to 
now, since methods capable of purifying them 
and preserving their chemical structure were 
not available. 
"In vitro" studies bave shown that 
macrophages attach to these fibres in an 
attempt to ingest them. If however the fibre is 
too long to be completely ingested, the 
macrophage can only embrace part of it 
giving rise to a microenvironment between 
itself and the fibre. This type of contact 
between the phagocyte and the long fibres 
leads to exocytosis of the lysosomal contents, 
which are deposited on the fibre; if iron 
containing compounds are present in 
lysosomes, an AB comes in existence 16• 17 
The intracellular source of iron that has been 
proposed to be macrophage ferritin 4• 7• 9• 
lt was generally accepted that the 
coating of fibres to form ABs was a protective 
mechanism, carried out by macrophages 
trying to isolate the cytotoxic fibres from the 
tissues 18' 19• 
However some other authors suggested that , 
the coating materia! could enhance the 
cytotoxic properties of the asbestos fibres by 
increasing free radicals production 20 
Accordingly iron on the surface of ABs has 
been shown to be catalytically active 21 and 
capable of causing the formation of single 
strand breaks in <PX174 RFI DNA 22• 
With the aim of giving more insights 
into the pathogenetic role of ABs, we set up a 
purification method, which allowed us to 
obtain a pure preparation of chemical 
unmodified, integrai ABs from autoptic 
samples and analysed their interaction with 
inflammatory cells. 
The biologica! effects of asbestos fibres has 
been extensively investigated in inflammatory 
cells 23-25 • Fibres c an stimulate the free 
radicals production by human 
polymorphonuclear leucocytes (PMN) 26 and 
enhance their potential to induce cell injury in 
human cultured mesothelial cells 27 
Accordingly, in this paper we studied the AB 
interaction with leukocytes, specifically with 
human neutrophilic polymorphonuclear 
granulocytes (PMN). 
MATERIALS AND METHODS 
Reagents: Lymphoprep was purchased from 
Nycomed Pharma AS, Osio, Norway, Diff-
Quik from Harleco, Philadelphia, PA.; Bovine 
serum albumin (BSA, fraction V), Phosphate 
Buffered Saline (PBS), 
cetyltrimethylammonium bromide {CTAB) 
were from Sigma Chemical Co (St. Louis., 
MO). Dextran T-500 was purchased from 
Pharmacia (Uppsala, Sweden). The other 
reagents were of the highest purity available. 
Samples of crocidolite, amosite, and 
chrysotile were kindly provided by Dr 
Valentino Patussi (Servizio Sanitario 
Regionale, Azienda per I Servizi Sanitari n°l 
Triestina), resuspended in PBS at the final 
concentration of l mg/ml and stored a t -20°C 
until use. 
2 
Ali solution were made in pyrogen-
free distilled water for clinica! use (Diaco, 
Trieste, ltaly) 
Cells: Human neutrophils were isolated from 
blood of healthy donors collected in citric 
acid-citrate-dextrose (ACD) solution (Don 
Baxter Lab., Trieste, Italy) as previously 
described 28 • Briefly, the red cells were 
removed by dextran sedimentation (l ml of 
4.5 o/o dextran in saline was added to 5 ml of 
blood). Granulocytes were separated from 
mononuclear cells by centrifuging the white 
cell-rich plasma for 20 min at 800 xg on 
Lymphoprep (room temperature). A 90s 
hypotonic treatment was used to remove 
residual erythrocytes from the granulocyte 
rich pellet. The cells were washed once in 
PBS containing 1.2 mM MgCh, 0.5 mM 
CaCh, 5 mM glucose and 0.1% BSA (PBS+), 
resuspended in the same medium, and 
counted electronically (Coulter Counter ZBI, 
Luton, UK). The final celi suspension, as 
judged by differential counts carried out on 
Diff-Quik System (Medion Diagnostics, 
Gmbh, Dudingen, CH) stained cytospin 
specimens (Cytospin 2, Shandon lnc., 
Pittsburgh, PA), contained >95% neutrophils, 
the remaining cells being eosinophils. 
/solation o( asbestos bodies (ABs) from 
autoptic samples: 
Lungs fragments obtained from patients died 
of mesothelioma, w ho underwent autopsy for 
counting asbestos bodies (count ~ 120,000/g 
of dried tissue) were obtained as freezed 
samples from Unità Complessa di Anatomia 
Patologica; Azienda Isontina, Monfalcone, 
GO-Italy. 
The lung samples (about 100 g, wet weight) 
stored at -80 oc until use, were thawed and 
cut in small pieces (about some grams each), 
extensively washed in distilled water and PBS 
to eliminate contaminating blood. 
These small fragments were minced and 
squeezed in PBS with a pestle in a porcelain 
mortar. The resulting homogenate was filtered 
through gross nylon filter to avoid tissue 
debris. The filtered particulated materia} was 
washed once in PBS and pelletted at 250xg at 
RT, resuspended in PBS and filtered again 
threefold through nylon celi strainer (BD 
Falcon, Bedford, MA, USA) 100, 70 and 40 
micrometers respectively, for eliminating the 
maj or p art of celi debris. After diluting in l 00 
mi PBS, the resulting mixture, which stili 
contained a lot of celi debris and connective 
structures, was loaded in three steps (about 30 
mi each time) on a magnetic separator 
VarioMACS™ (MiltenyBiotec SrL, Bologna, 
ltaly) equipped with es columns, designed 
for optimal depletion of large celi numbers. 
The column matrix is composed of 
ferromagnetic fibers covered with a plastic 
coating. By using the different flow resistors 
supplied with the columns, the flow rate can 
be adjusted to allow an efficient depletion of 
cells debris. ABs were retained in the column, 
thanks to their magneti c properties 29-31 , and 
eluted taking away the column from the 
magnetic field. The eluted materia! was 
significantly enriched with ABs which were 
however stili associated with celi debris. The 
celi materia! associated with ABs was 
completely eliminated by incubation with 2 
mg/ml DNAse typel (Boehringer Mannheim 
Gmbh, Germany). Finaliy purified ABs were 
washed extensively in PBS, counted in a 
Thoma Counting Chamber, resuspended at 
lxl06/ml and stored pelletted at -20°C until 
use. 
Step l. 
Step 2. 
Step3 
Step 4. 
Step 5. 
Step 6. 
Step 7. 
LUNG FRAnMENTS 
Mincing in sma/1 pieces 
Extensively washing with PBS 
Squeezing in a porcelain mortar 
Passing through filters 
Magnetic separation on CS column 
Elution from the column 
DNAsi type I treatment and 
washing 
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Fig. l Asbestos bodies (ABs) purification. 
The figure shows the list of steps of our procedure for 
purifying ABs from lung fragments obtained from 
autoptic samples. For more details see Materials and 
Methods section. 
3 
Chalienge of PMN in suspension with 
asbestos fibers and asbestos bodies 
0.5 x 106 PMN/ml were incubated in a fmal 
volume of 0.5 ml, with increasing amounts of 
fibres (0.02-0.08 mg/ml) or ABs (0.02-
0.lAB/PMN). After 30 min at 37°C the 
incubation was stopped by centrifuging the 
celi in the cytocentrifuge. Specimens we 
stained with Diff-Quik system. An aliquot of 
the celi suspension was diluted l: l with 
Trypan Blue 0.2% in PBS for evaluating the 
celi viability. 
Chalienge of adherent PMN with asbestos 
fibers and asbestos bodies 
50 Jll of suspensions containing 0.1 x l 06 
PMN cells w ere allo w ed to adhere for 3 O min 
to fibronectin (l 00 Jlg/ml FN in PB S for 60 
min and washed twice with PBS) coated 
plastic wells (Costar, Tissue Culture Treated 
Polystyrene 96 wells) and subsequently 
incubated for 30 min in PBS+ in the presence 
or in the absence of ABs (final concentration: 
O.IAB:PMN) or asbestos fibres (final 
concentration: 0.15 mg/ml). 
In these plates superoxide (02-)production and 
myeloperoxidase (MPO) release were 
evaluated. 
Assay ofsuperoxide anion COz-Jproduction 
0 2- production was measured by the 
superoxide dismutase-inhibitable cytocrome c 
reduction assay as previously described 32 • 
Briefly, PMN w ere suspended at 2x l 06 
cells/ml in PBS+ and were pre-incubated for 
30 min at 37°C in FN coated plastic wells as 
described above. Aliquots (50Jll) of 0.36 mM 
cytocrome c (final concentration 0.12 mM) 
and 50Jll of PBS+ alone or containing ABs 
(final concentration: O.lAB/PMN), asbestos 
fibers (final concentration: 0.15 mg/ml) or 
phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) as 
positive control (final concentration 50ng/ml) 
were added thereafter. The mixtures were 
then incubated at 3 7°C in a humidified 
incubator, and the plate was read at 550 nm 
and 540nm in a microplate reader (Multiskan 
MCC/340; Gruppo Flow SPA, Milan, ltaly) 
every 15 min for 90 min. The amount of 
reduced cytocrome c was calculated from the 
absorbance difference between 550nm and 
540 nm, using an absorbance of0.037 optical 
density (OD) units for l nmol reduced 
cytocrome c as a standard. 
Mveloperoxidase assay: 
PMN, adherent to FN coated plastic wells, 
were challenged with PBS+ alone or PBS+ 
containing either ABs or asbestos fibres as 
described ab o ve. After 30rnin of incubation in 
a humidified incubator, extracellular MPO 
released from neutrophils was measured as 
previously described 28. 
At the end of the incubation, the peroxidase 
reaction was started immediately by adding 
70).11 of 2.8 mM 3,3',5,5'-
tetramethylbenzidine (TMB) (Serva, 
Heidelberg) dissolved in DMSO and diluted 
ten times in acetate buffer lO mM pH 4.5, and 
60).11 of l mM hydrogen peroxide. This 
substrate does not enter the cells and so it 
reveals only secreted enzyme activity. After l 
min of incubation at room temperature the 
reaction was blocked with 50).11 of the 
blocking solution (HzS04 2N). Oxidation of 
TMB was then monitored by readings at 413 
nm in a microplate reader (Multiskan 
MCC/340; Gruppo Flow SPA, Milan, Italy). 
The aliquot of peroxidase activity released in 
the extracellular environment was expressed 
as a percentage of the total peroxidase 
activity. The total peroxidase activity (100%) 
was extrapolated from the linear part of a 
calibration curve prepared by assaying the 
peroxidase activity of different number of 
PMNs in the presence of 0.02% of the 
cationic detergent cetyltrimethylammoniurn 
brornide (CTAB). 
Scanning electron microscopy SEM. The 
effects of Abs and asbestos fibers on PMN 
was exarnined by scanning electron 
rnicroscopt (SEM). Suspensions containing 
0.5 x l O PMN cells/rnl were allowed to 
adhere for 60 min to fibronectin coated glass 
coverslips (100 J..Lg/rnl FN in PBS for 60 mio) 
and washed twice with PBS. Subsequently the 
adherent cells were incubated for 60 min in 
PBS+ in the absence or in the presence of 
ABs (final concentration: O.lAB/PMN) or 
asbestos fibres (final concentration: 0.15 
mg/rnl). At the end of incubation, specimens 
4 
were fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M 
sodium cacodylate buffer (pH 7.4) for 60 min. 
Afterward specimens were washed twice in 
PBS, and then processed for SEM. Briefly, 
the coverslips were dehydrated in a graded 
(50 to 100%) ethanol series, dried in a co2 
apparatus (Bal-Tec; EM Technology an d 
Application, Furstentum, Liechtenstein), 
sputter coated with gold in a Edwards S150A 
apparatus (Edwards High Vacuum, Crawley, 
West Sussex, United Kingdom), and 
examined with a Leica Stereoscan 430i 
scanning electron rnicroscope (Leica 
Cambridge Ltd., Cambridge, UK). 
b 
Fig. 2. The figure shows the appearance of 
the purified preparation of ABs (a); the 
appearance ofthe homogenate after the step 4 
is a/so shown for comparison. (Origina/ 
magnification =x l 000). 
RESULTS 
AB purifìcation. 
Fig.l shows the seven steps employed for 
purifying the asbestos bodies (ABs). Briefly 
we supposed AB should bave magnetic 
properties, on the basis of the chernical 
composition of their core (asbestos fibre) and 
of iron coating 29-31. 
Fig. 3. Ultrastructural appearance of one AB 
on the scanning electron microscope 
observation (Magnification =x Il 000) 
Accordingly we observed that ABs present in 
a crude lung homogenate were retained in a 
magnetic separator. We exploited this 
properties to obtain an ABs pure suspension. 
Fig.2a shows the appearance of the lung 
homogenate after the step 4 of Fig.l. ABs 
were present and abundant, but still 
contarninated with large amount of celi and 
tissue debris. However after magnetic 
separation ABs were higly enriched and the 
few remaining tissue and celi debris were 
removed with DNAse treatment followed by 
exhaustive washes in PBS (Fig. 2b). The 
preparation of ABs shown in Fig.2b was 
employed in all the experiments reported in 
this paper. Fig.3 shows the ultrastructural 
appearance of a typical AB observed at the 
scanning electron rnicroscope. The figure 
clearly shows that the morphological 
appearance of the AB in undistinguishable 
from that already reported by others 18, 
suggesting that the procedure employed for 
purification did not affect AB structure. 
Interaction between ABs and human 
neutrophils. 
5 
Human neutrophils (PMN) were exposed to 
ABs in suspension (0.02-0.lAB/PMN) and 
incubated for 30 min at 37°C, afterward 
cytocentrifuge specimens were prepares. Diff-
Quik stained specimens (Fig.4a) shows that 
PMN specifically adhere to ABs and that, 
frequently the adherent cells showed a warped 
morphology and an evident degranulation 
with respect to untreated PMN (Fig.4b ). 
b 
Fig. 4. Human neutrophils exposed to ABs in 
suspension for 30min at 37°C. Note the 
disfigured shape of the adherent PMN and 
their degranulation (a); resting PMN are 
shown for comparison (b). (Origina/ 
magnification x l 000). 
In these experimental condition AB exerts 
also a significant cytotoxic activity against 
PMN (Fig.5), which reached its maximum 
value at 0.04 ABs/PMN. Contrariwise, 
asbestos fibres did not show a significant 
cytotoxic activity. Chrysotile only had some 
activity which did not exceed 15%. 
We observed that during the centrifugation 
many ABs underwent fragmentation and 
consequently we preferred to analyse the 
interaction with ABs (O.lAB/PMN see 
materia! an d methods) o n PMN in contact 
with FN coated surfaces. Fig.6a shows that, 
after a 30 mio incubation at 37°C, ABs 
induced a significant secretion of 
myeloperoxidase (MPO) from PMN. 
Asbestos fibres exert a lower activity. Again 
chrysotile was more active than amosite and 
crocidolite even if the extent of secretion 
induced by all the fibre types was not 
significantly different from the resting value. 
Fig.6b shows that ABs stimulate also the 
superoxide anion production from PMN. Only 
the 0 2- produced by ABs, was found 
significantly different from the resting value, 
asbestos fibres did not influence the 
superoxide production from PMN. 
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Fig. 5 Dose response curve of fibre and AB 
induced cytotoxicity in human neutrophils 
free in suspension after 30 min of incubation 
at 37°C. Ordinate values: percentage of celi 
viability as judged by Trypan blue exclusion 
test. Abscissa values: microliters of AB 106/ml 
or fibers lmglml suspensions. AB= asbestos 
bodies; CHRY= chrysotile; AMO= amosite. 
The mean of two separate experiments is 
shown. 
The specimens, processed for scanning 
electron rnicroscopy observation, confirmed 
optical findings. Fig.7a shows that PMN 
interact intimately with the ABs trying to 
ingest them (Fig. 7b). Among PMN, 
interacting with ABs, rounded-up cells and 
cells with a blebbing morphology were 
6 
frequently observed (Fig.7c). Ali untreated 
PMN showed the well known morphology 
(Fig 7d). 
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Extent of MPO secretlon from PMN, 
induce d by AB or Fibers 
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Superoxide production from PMN, 
induced by ABs and asbestos fibres 
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Fig. 6. AB and fibre induced responses in 
adherent human neutrophils. A) extent of 
myeloperoxidase secretion from human 
neutrophi/s. The values reported are percent 
secretion. B) extent of superoxide production 
(at 60min of incubation) from adherent 
human neutrophils The values shown are 
nanomoles of 0 2- produced. The values 
reported are the means ± SD offour separate 
experiments. For more details see Materials 
and Methods section. 
With the airn of investigating if the 
interaction shown between ABs and PMN is 
different from that ofnude asbestos fibres and 
PMN we exposed PMN in contact with FN 
coated surfaces to either 0.15mg/ml chrysotile 
(Fig. 8a) or a.mosite (Fig.8b). The figure 
shows that the interaction between either type 
of fibres and PMN is strong. In the attempt to 
ingest them, PMN ernit long 
pseudopodia/filopodia, become disfigured and 
loose their norma! shape. Rounded up cells 
and cells with a blebbing morphology are 
very frequently observed. 
c 
Fig. 7. Ultrastructural appearance of PMN 
in contact with FN coated surfaces, 
challenged with ABs on the scanning electron 
microscope observation. In a) two PMN 
intimately interacting with an AB are shown; 
(origina/ magnijìcation=2690x). In b) a 
phagocyte trying to ingest one AB is shown at 
higher magnijìcation (origina/ magnification 
= 11.870x); in c) neutrophils interacting with 
one AB are shown. Two ofthem show a round 
morphology and two have a blebbing 
morphology (origina/ magnijìcation 
2570x); in d) unchallenged adherent 
neutrophils are shown for comparison 
(origina/ magnijìcation = 2830x) 
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d 
DISCUSSI ON 
The setting up of a method which avoids 
strong chemicaJ treatment for the purification 
of asbestos bodies (ABs) allowed us t o obtain 
AB pure suspensions. The purity of the AB 
suspension was proved both by optical and 
scanning electron microscopy. The 
ultrastructural analysis also indicated that the 
fine structure of the bodies di d no t differ from 
that already reported by others 18, suggesting 
that our method indeed preserves the whole 
morphology of the ABs. Using these 
conditions for ABs purification allowed us to 
evaluate their interaction with human 
neutrophils and so to investigate about their 
pro-inflammatory power. 
Conflicting hypotheses ha ve been put forward 
about the role of ABs in the pathogenesis of 
asbestos associated diseases. One hypothesis 
suggests that coating asbestos fibres to form 
ABs is a protective mechanism, carried out by 
macrophages trying to isolate the cytotoxic 
fibres from the tissues 18• 19• 
b 
Fig. 8. Ultrastructural appearance ofPMN in 
contact with FN coated surfaces, challenged 
with amosite or chrysotile fibres on the 
scanning electron microscope observation. 
The phagocyte succeeded in ingesting some 
fibres, either chrysotile (a; origina/ 
magnification = 5730x) or amosite (b; 
origina! magnification 4560x). For 
ingesting them PMN emit long pseudopodia, 
become disfigured and loose their norma/ 
shape. Rounded up cells and cells with a 
blebbing morphology are very frequently 
observed. 
However because of the deposited iron 
appears redox active it may actually 
contribute to the catalytic potential of the 
fibres in inducing oxidative stress 20 
8 
Accordingly some authors found that the 
coating materia} could enhance the cytotoxic 
properties of the asbestos fibres by 
concentrating iron an d enhancing free radicals 
production, and others reported that the iron 
on the surface of ABs can cause the formation 
of single strand breaks in DNA 21 • 22. 
Our fmdings clearly shows that ABs 
are reactive and strongly interact with human 
PMN, the first celi recruited at the 
inflamrnatory si te after the depositi o n of nude 
fibre in mouse peritoneum 33• 34, a cell 
endowed with a strong cytotoxic and 
histolytic power, capable also of producing a 
lot of reactive oxygen intermediates. ABs 
stick to PMN either in suspension or in 
contact with fibronectin coated surfaces. In 
either cases PMN try to ingest ABs and in 
doing so undergo profound changes of their 
morphology. Interestingly the interacting cells 
showed a degranulated appearance, 
suggesting that during the interaction, ABs 
trigger the secretory process and eventually 
increase membrane permeability as 
judged by Trypan blue exclusion test. The 
ultrastructural analysis of the interaction 
between PMN and ABs, confirmed the optical 
findings. A lot of these PMN rounded up, 
suggesting an increase of their membrane 
permeability, while other showed a blebbing 
morphology, suggesting an undergoing 
apoptotic process. None of these alterations 
were found in untreated PMN. When the 
interaction of nude asbestos fibres with PMN 
was considered for comparison, we found that 
it showed peculiar aspects. PMN showed an 
alteration of their morphology, stronger than 
that observed with ABs. PMN in the attempt 
to ingest multiple fibres contemporaneously 
or fibres much more longer than their 
diameter, emit long filopodia and assume a 
disfigured shape. Also in this case apoptotic 
morphology and cells rounded up, were very 
frequently seen. These morphological changes 
suggest a cytotoxic activity of the fibres at 
this concentration employed to optimise ABs-
PMN interaction, undetectable at the lower 
concentrations used in suspension assay. 
Our findings indicate that human neutrophils 
respond to the AB challenge with granule 
content secretion and free radica! production. 
These processes are only scarcely affected by 
the nude fibres; among them only chrysotile 
showed a limited effect. Noteworthy the 
secretion of MPO together with reactive 
oxygen intermediate production can cause 
cytotoxic an d mutagenic activity 35• 36• 
In conclusion, we suggest that ABs actively 
interact with inflammatory cells , being 
capable of inducing celi adhesion, triggering 
ingestion, secretory process and superoxide 
anion production and eventually celi death. 
The interaction of ABs with inflammatory 
cells can bave a role in asbestos induced 
diseases. W e speculate that ABs, by 
triggering the secretory process, and possibly 
improving free radica! production from PMN, 
can open the way to reach mesothelial cells 
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Il processo secretorio rappresenta il meccanismo fondamentale che esplica 
alcune essenziali funzioni delle cellule infiammatorie, che sono state prese in esame 
in questa tesi di dottorato. I neutrofili devono alla secrezione la responsabilità del 
loro potenziale citotossico infiammatorio e della loro attività microbicida. Allo 
stesso modo, una delle attività dei mastociti, il reclutamento dei sopracitati 
granulociti, si effettua grazie ai cambiamenti dell'endotelio provocati dai fattori 
rilasciati per esocitosi dai loro granuli. In questa tesi abbiamo visto come nei 
granulociti neutro fili umani siano espresse la proteina N CS-1 e le proteine M un c 
18-2 e Munc 18-3, le quali svolgono probabilmente un ruolo fondamentale nello 
scarico dei granuli azurofili. Inoltre, nei mastociti, è stata indagata la diretta 
interazione tra la proteina Munc 18-2 e la tubulina, entrambe probabilmente 
coinvolte nel processo dell'esocitosi composta. È stato infine illustrato nel terzo 
articolo incluso in questa tesi, un metodo per l'isolamento dei corpi dell'asbesto, 
che sono molto probabilmente il risultato della modificazione delle fibre di asbesto 
o amianto ad opera della fagocitosi e della secrezione di macrofagi e di neutrofili. Si 
dimostra come tali corpi dell'asbesto, considerati a lungo come inerti, possiedano in 
realtà una potenziale attività citotossica dovuta ai componenti che formano il loro 
"co a ting". 
I neutrofili, che possiedono distinti compartimenti granulari, mobilitati in 
modo differenziale a seconda delle funzioni fisiologiche da svolgere, possiedono 
certamente dei meccanismi molecolari che discriminano la popolazione granulare 
da liberare. 
Ho cominciato lo studio dell'attività secretoria dei neutro fili, interessandomi 
dapprima all'espressione e alla localizzazione di una proteina tipicamente neuronale, 
ma espressa anche in altri sistemi cellulari: la proteina N CS-1 (Neurona! ca!cium sensor-
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1). NCS-1 è presente nei granulociti neutrofili umani: a livello di RNA messaggero 
(vedi prima figura dell'articolo I di questa tesi) e a livello proteico (figura 2 
dell'articolo I di questa tesi). Inoltre, anche le cellule HL-60 indifferenziate (una 
linea cellulare promielocitica umana) esprimono la proteina e riportano il relativo 
mRNA. Quando queste cellule sono differenziate con acido retinoico verso la linea 
granulocitica, la proteina è riconosciuta da anticorpi specifici e si localizza nel 
citosol e sui granuli. Queste cellule esprimono in fase matura solo i granuli azurofili. 
NCS-1 dovrebbe localizzarsi su questi ultimi, in quanto si esclude la sua presenza su 
compartimenti endosomiali e lisosomiali tardivi, poichè un marker di tali 
compartimenti, la proteina Rab 7, presenta un pattern di localizzazione 
completamente diverso (figura 4 dell'articolo I). Inoltre, NCS-1 è immuno-
precipitata da anticorpi policlonali specifici anti-NCS-1 in lisati totali di neutrofili, di 
HL60, e in frazioni subcellullari di granuli azurofili, ma non in frazioni contenenti 
granuli specifici (figura 5 dell'articolo I). Anche l'osservazione morfologica di 
sezioni ultrasottili, mostra che sono i granuli elettrondensi, positivi alla MPO (un 
marker specifico per i granuli azurofili) ad essere positivi alla NCS-1 (figura 7 
dell'articolo I). Tali osservazioni conducono alla conclusione che NCS-1 si localizza 
preferenzialmente sui granuli azurofili, suggerendo un possibile ruolo della proteina 
nello scarico calcio-dipendente dei granuli azurofili, fisiologicamente mobilitati 
all'interno del fagolisosoma solo in risposta ad un elevata concentrazione del calcio. 
Le proteine Munc 18-2 e Munc 18-3 sono le forme ubiquitarie di una 
proteina neuronale, la M un c 18-1, che è essenziale al processo di fusione tra 
membrane. Dimostriamo nell'articolo II, incluso in questa tesi, come entrambe le 
proteine siano espresse dai granulociti neutrofili umani, insieme ai loro partners 
molecolari: le sintaxine (figura 1, articolo II). Come atteso (Martin- Verdeaux, S.} et 
aL} 2003), la sintaxina 3 co-immunoprecipita Munc 18-2. Per contro, utilizzando gli 
anticorpi a nostra disposizione, nonostante numerosi tentativi, non siamo riusciti ad 
immunoprecipitare la sintaxina 2 e la sintaxina 4 (figura 2, articolo 2), forse a causa 
di una assente cross-reattività tra le specie per questi due anticorpi. È stata inoltre 
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analizzata la localizzazione subcellulare delle proteine Munc 18 e dei loro partners 
molecolari sintaxine 3 e 4. In figura 3 si mostra come Munc 18-2 sia distribuita nel 
citoplasma, sulle membrane (membrana plasmarica e vescicole secretorie) e sui 
granuli specifici e azurofili. In seguito a stimolazione via fMLP+ Citocalasina B, la 
quantità di Munc 18-2 rivelata nelle membrane, nei granuli specifici e nei granuli 
azurofili, aumenta. Munc 18-3 debolmente espressa nel citosol e apparentemente 
assente alla membrana plasmatica in cellule a riposo, è per contro espressa da 
entrambe le popolazioni di granuli, e dopo stimolazione appare debolmente alla 
membrana e sembra abbandonare i granuli azurofili. La sintaxina 3 e la sintaxina 4, 
dopo la srimolazione vengono entrambe reclutate alla membrana plasmatica e 
sembrano aumentare anche sui granuli specifici (debolmente sugli azurofili). La 
stimolazione utilizzata, che prevede il rilascio di entrambi i tipi di granuli secretori 
sembrerebbe provocare quindi un reclutamento alla membrana plasmatica delle 
proteine Munc 18, ed un aumento della quantità di tali proteine sui granuli specifici. 
L'osservazione al microscopio confocale, ha permesso di evidenziare un effettivo 
aumento del segnale fluorescente dopo attivazione cellulare. Il preciso significato di 
tale aumento non è del tutto chiaro, anche se potrebbe essere il risultato di una 
maggiore esposizione o disponibilità dell'antigene dovuta a modificazioni 
cito scheletriche che si verificano con la stimolazione. L'osservazione di sezioni 
ultrasottili di granulociti neutrofili a riposo e stimolati via fMLP+ citocalasina B 
mostra come la proteina Munc 18-2, sia presente nel citosol e formi delle strutture 
particolari, forse di natura citoscheletrica. È inoltre presente sui granuli e appare su 
strutture di membrana dopo la stimolazione. La proteina Munc 18-3 che è anche 
coinvolta nella formazione delle sopracitate strutture, marca fortemente i granuli. 
Dopo stimolazione, l'analisi di sezioni ultrasottili di neutrofili mostra un effettivo 
aumento del labelling che rivela le due proteine Munc. Tale aumento appare pero' 
nel cito sol e non sui granuli (come invece si è visto da esperimenti di frazionamento 
subcellulare per la proteina Munc 18-2). Si ritiene che tale apparente contraddizione 
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trovi una spiegazione nella metodologia adottata. L'ultracentrifugazione potrebbe 
allontanare dal citosolle strutture citoscheletriche agganciate ai granuli. 
È stata indagata la funzionalità delle due proteine Munc 18-2 e Munc 18-3, 
grazie all'introduzione dei due rispettivi anticorpi in neutrofili elettroporati. Dopo 
incubazione, le cellule venivano stimolate e quindi analizzate al F ACS per 
l'espressione di due markers specifici granulari: il CD66b (granuli specifici) e il 
CD63 (granuli azurofili). Si è dimostrato cosf che l'espressione del CD63 era in 
entrambi i casi inibita dalla presenza di anticorpi specifici anti-Munc 18-2 e anti-
Munc 18-3, suggerendo un ruolo per le due proteine nello scarico dei granuli 
azurofili. In sintesi questi risultati sperimentali dimostrano che anche i neutrofili, 
come già i mastociti, esprimono due proteine della famiglia SM, la Munc 18-2 e la 
Munc 18-3, essenziali regolatori dei processi di fusione, di cui non si è ancora 
completamente chiarita la funzione. Si dimostra inoltre che tali proteine si 
associano a particolari strutture, probabilmente di natura citoscheletrica che 
potrebbero essere coinvolte nei meccanismi di secrez1one. Si dimostra come 
entrambe le proteine regolino in qualche modo il rilascio dei granuli azurofili, 
popolazione granulare rilasciata normalmente solo all'interno del fagolisosoma e in 
condizioni di elevata concentrazione del calcio. Sarà capitolo delle ricerche future 
indagare gli effetti di droghe che perturbano le strutture citoscheletriche di actina e 
tubulina, per verificare in questo sistema cellulare se esiste un intimo rapporto tra le 
proteine Munc 18 e i cambiamenti citoscheletrici che influiscono sull'esocitosi dei 
granuli secretori. Le strutture circolari aggrovigliate e gli allineamenti filiformi delle 
particelle di oro colloidale che corrispondono alla proteina Munc 18-2 lasciano 
intuitivamente aperta questa possibilità, che è stata sinora indagata e parzialmente 
confermata dai risultati sinora ottenuti nei mastociti. La proteina Munc 18-2, che 
interagisce in vivo nei mastociti di ratto (RBL-2H3) con la sintaxina-2 e la sintaxina-
3, interagisce infatti in vivo anche con la tubulina. Tale interazione sembra essere 
modulata dalla stimolazione: a tempi di stimolazione elevati (9 e 27 minuti) la 
quantità di tubulina associata a Munc 18-2 diminuisce all'incirca della metà. Inoltre 
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al microscopio elettronico a trasmissione, i mastociti peritoneali di ratto mostrano 
delle strutture che connettono i granuli e che risultano estremamente positive a 
Munc 18-2, che potrebbero rivelarsi microtubuli. In seguito alla stimolazione tali 
strutture scompaiono, poichè i granuli fondono tra di loro secondo un meccanismo 
di compound exocytosis. Nei mastociti si indagheranno gli effetti funzionali di knock-
out cellulari delle proteine Munc 18-2 e Munc 18-3, grazie all'utilizzo di siRNA 
(silencing inteiference RNA) per bloccare l'espressione delle due proteine in BMMC, 
mastociti derivanti dal midollo osseo di topi che presentano caratteristiche 
morfologiche e biochimiche dei mastociti a partire dalla quarta settimana di coltura 
e che possono essere mantenuti in coltura fino a circa 8 settimane. 
Nel terzo articolo incluso in questa tesi di dottorato si dimostra come i corpi 
dell'asbesto, prodotti a partire da fibre di amianto presenti nei tessuti polmonari, 
interagiscono con i granulociti neutrofili e possiedano su di essi un'attività 
citotossica. Si sa che i corpi dell'asbesto sono prodotti a partire da fibre di amianto 
presenti nei tessuti polmonari, in seguito ad inalazione, ma non si è ancora 
completamente chiarita la loro natura e origine precisa. Si è ipotizzato che siano il 
risultato dell'attività fagocitica di macrofagi e neutrofili, che spesso si ritrovano 
ne~e biopsie polmonari attorno ai corpi dell'asbesto o intenti a fagocitarli. In questo 
articolo mostriamo un semplice metodo per isolarli, senza modificarne la struttura e 
le proprietà per trattamenti chimici, a partire da campioni polmonari derivanti da 
biopsie di pazienti con mesotelioma. Si sfrutta infatti la già dimostrata proprietà di 
possedere nel loro coating una certa quantità di ferro, che li rende isolabili nel 
momento in cui i tessuti polmonari frammentati meccanicamente e lavati con 
grandi quantità di PBS sono immersi in un campo magnetico. I corpi cosi isolati 
sono quindi incubati con granulociti neutrofili umani. I neutrofili aderiscono ai 
corpi, degranulano e cambiano forma e aspetto (figura 4 dell'articolo III). Inoltre la 
liberazione di MPO (=secrezione di granuli azurofili) e la produzione di anione 
superossido (=attività citotossica microbicida ossigeno dipendente del neutroftlo) 
sono stimolate e superiori se i neutrofili interagiscono con i corpi, rispetto ai casi in 
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cui i neutrofili sono esposti alle fibre di asbesto nude. Questo risultato è 
importante, perchè sinora, i corpi dell'asbesto sono stati considerati come inerti e 
non responsabili dell'eventuale comparsa di cellule neoplastiche associate ad un 
esposizione all'asbesto. In campioni di granulociti fatti aderire su supporti rivestiti 
di fibronectina e osservati al SEM ( scanning electron mycroscopy) i neutro fili 
appaiono in contatto con i corpi dell'asbesto (figura 7), tentano di fagocitarli e 
assumono un aspetto rotondeggiante (tipico segnale di aumento della permeabilità 
di membrana, confermata dal test di esclusione del trypan blue) e "vescicolato" 
(possibile segno di apoptosi). I neutrofili reagiscono fortemente anche in presenza 
di fibre nude e reagiscono emettendo pseudopodi per ingerire le fibre e cambiano 
forma (figura 8 dell'articolo III). 
I corpi non sono quindi inerti. Consentendo di attivare la produzione di radicali 
liberi dai fagociti, possono favorire un'azione mutagena, e quindi la trasformazione 
neoplastica. Il rilascio di componenti granulari, quali le metallo proteinasi della 
matrice, potrebbe favorire l'invasività della neoplasia. Queste conclusioni sono 
importanti indicazioni terapeutiche in quanto i pazienti esposti potrebbero essere 
sottoposti ad una intensa cura con farmaci anti-ossidanti. Un altro importante 
aspetto del problema, che dovrebbe essere approfondito è quello di individuare 
quali siano i recettori cellulari che consentono ai fagociti di interagire e rispondere 
ad un'esposizione ai corpi dell'asbesto. Anche in questo caso si potrebbero adottare 
misure terapeutiche specifiche. 
Per queste ragioni appare chiaro come in generale il processo secretorio sia 
un capitolo della fisiologia cellulare che ha importanti ripercussioni sulla salute e il 
cui funzionamento deve essere chiarito per offrire potenziali terapie a debilitanti e 
nefaste patologie. 
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Capitolo estratto da Molecular Mechanisms of Exocytosis, 
1st edition, 2006 edited by Romano Regazzi. Mast cell as a 
m od el of neuroendocrine exocytosis. 
I mastociti sono cellule ematopoietiche che si localizzano nel tessuti, 
tipicamente attorno ai nervi e ai vasi sanguigni. Partecipano all'immunità innata ed 
acquisita grazie alla loro capacità di rilasciare, in seguito a stimolazione, un set di 
mediatori infiammatori immagazzinati nei loro granuli secretori. A differenza dei 
neuroni e delle cellule neuroendocrine che rilasciano nello spazio extra-cellulare il 
contenuto di singoli granuli, i mastociti attuano un' esocitosi che viene definita 
composta, poichè comprende sia una fusione tra membrane di tipo granulo-
granulo, che una fusione di tipo granulo-plasma membrana. In questo modo un 
singolo stimolo puo' evocare un'importante reazione infiammatoria. Recenti studi 
hanno messo in evidenza che nonostante esistano alcune differenze, notamente 
nella regolazione del processo, il macchinario molecolare di fusione è 
fondamentalmente lo stesso utilizzato dai neuroni. Restano ciò nonostante diversi 
punti da chiarire, quali ad esemlpio i secondi messaggeri che, informati di uno 
stimolo secretorio extracellulare, attiverebbero il macchinario secretorio e 
condurrebbero all'esocitosi. 
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CHAPTER # 
Mast Cells as a Model ofNonneuroendocrine 
Exocytosis 
Cristiana Brochetta and Ulrich Blank* 
Abstract 
M asr cells are granulared effecrors of hematopoieric origin localized to tissues. They participare in innate and acquired immunity by their capacity to release upon stimu-lation a whole set of inflammatory mediators from sourccs prcstored in 
lysosome-related secretory granules. In contrasts to neuronal and neuroendocrine cells, which 
release individuai specialized secretory granules at the plasma membrane, mast cclls are set-up 
to liberate granular content by compound exocytosis involving both granule-granule fusion 
and granule-plasma membrane fusion. Such degranulation enables release of virtually ali ve-
sicular conrent in one single stimulatory cvent supporting a massive inflammatory reaction. 
Although some fundamemal differences exist with neuronal and neuroendocrine cells, recent 
years have shown that mast cells use the same molecular machinery of membrane fusion for 
compound exocytosis. Differences rather exist in thc regulation of this process, which involves 
Ìnterplay between components of the SNARE fusion machinery and positive and negative 
regulatory effectors. In recent years, some of the basic principles of fusion during mast celi 
exocytosis ha ve been characterized and a dearer picture is emerging. Nonetheless, many of rhe 
key molecules and intracellular signaling principles that relay the stimulation of celi surface 
receptors to the secretory appararus remain to be discovered. 
lntroduction 
The release of inflammatory mediators from mast celi (MC) secretory granules (SG) by 
exocytosis is fundamental in the initiation of numerous inflammatory processes in rissues. 1-3 
These can either be beneficiai for the host in immune defenses against bacteria, parasites or 
viruse.'> or bave a detrimental role such as for example in allergies. Although exocytosis is a 
constitutive cellular process, MC, like certain other celi types (neuronal, neuroendocrine cells, 
cells from exocrine tissues, other hematopoietic cells), have developed a specialized way of 
regulated exocyrosis. They store large amounts of proinflammatory subsrances in SGs that 
accumulate in rhe cytoplasm. SGs are prevemed from fusion with the plasma membrane (PM) 
unless the celi becomes srimulared. Following activation MCs have the potential ro almost 
enrireT release their granular content by compound exocytosis ensuring a maximal biologica! 
effect. 5 This process is rherefore often also referred to as anaphylactic degranulation.6 A po-
tent stimulus far degranulation is the aggregation of IgE bound to surface high affinity IgE 
receptors (FcERI) wirh specifìc antigen or allergen.7•8 However, MCs express numerous other 
celi surface receptors that allow them to respond in a highly flexible manner to a multitude of 
environmental stimuli many of which can also induce degranulation. 1-3 
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2 Molecular Mechanisms ofExocytosis 
In recent years considcrable advances have been made in the knowledge of rhe molecular 
mechanisms involved in MC degranulation. Besides rhe understanding of the early signaling 
events initiated by the aggregation ofFctRI progress includes also knowledge about the mem-
brane fusion machinery implicated in tbc late steps of secretion.8•9 It has become dear that 
membrane fusion during MC degranularion relies on the evolurionary conserved fusion 
machinery of membrane traffìcking. These include members of the SNARE (Soluble 
N-ethyl-maleimide-sensitive factor Attachment protein REceptor) family of proteins that 
cooperate with a variety of accessory proteins to regulate rhe secretory apparatus. In this chap-
ter we attempt to integrate the current information on the mechanisms ofMC exocytosis as an 
example for the secretory machincry present in hematopoietic cells as well as our current ideas 
about its regulation. 
Morphological Characteristics ofMC Granules 
MCs have initially been described by Paul Ehrlich in 1878 by their capacity to show metach-
romasy (color change) when staincd wirh anilinc-derived dyes such as roluidinc blue. 10 Wc 
now know thar this phenomenon is due to the proteoglycan matrix stored in their SGs. 11 & 
rhese proteoglycans differ in MC frorn various tissues t\vo rnajor MC subpopulations have 
been defìned. 12 Thus, conncctive tissue MCs (CTMC) present for example in skin or perito-
neal cavity conrain heparin, while mucosa! MCs (MMCs) ~resent for example at mucosa! 
surfaces in the lung or in the gut contain chondroitinstùfate. ·12 
MCs are small cells between 10 ro 15 ~tm and contain in rheir cytopla.~m up to 1000 SG 
occupying up to 40% of the celi volume. As compared to endo- or exocrine cells, which have 
specialized SG, those from MCs or other hematopoietic cells are secrerory lysosomes. 13• 14 These 
organelles contai n a variety of lysosomal hydrolases and are situated at the junction between 
the endo- and exocytic pathways. Electron microscopic analysis of ulrrathin cryosecrions of 
primary hone marrow derived MCs (BMMCs) have revealed granular heterogeneity and 
allowed to describe type I, II and III SG differentiated on the basis of a specific marker and the 
access to endocytoric tracers. 15 Type I SG are multivesicular and could represent conventional 
lysosornes able to release their contene only under nonphysìological sìtuations. Type Il and III 
SG could represent the compartment regulated by a physiological stimulus. Type II granules 
show an electron-dense core surrounded by membrane vesicles and are accessible to endocy-
totìc tracers. Type III granules are essentially formed by electron-dense materia! and are not 
accessible by endocytotic tracers within a given time frame. Type III granules are found to a 
large part in hìghly differentiated MCs. The biogenetic relarionship between these three types 
of SG remaìn..o; to be ducidated. Nonetheless, ìt ha.o; become dear that the granular comparrment 
and proper loading wirh inflammatory mediators depends crucially on the expression of 
proteoglycans as genecic targetìng of the heparin bìosynthesis pathway or the serglycin core in 
mice revealed severe dcfects in SG maturation. 16-18 Furthermore, genetic diseases associated 
with membrane trafficking such as rhe Chediak-Higashi syndrome (equivalent of the bei§e 
mutation in micc) with a defect in the Lyst gene causes the appcarancc of gian t SG in MC.19' 0 
MC granules contain a large variety of inflammatory mediators that are secreted whcn thc 
celi becomes activated. The rnost well known MC-specifìc is histamine accounting for many of 
the symptoms associated with immediate hypersensitivity reactions.21 However the cole ofMC 
protcases such as tryptasc and chymase is also increasingly recognized. 22•23 Some of these 
mediators and their biologie properties are listed in Table l. 
Particular Features of MC Exocytosis 
Classica! exocytosis observcd in neuronal, neurocndocrine or exocrine cells involves gener-
ally the fusion of single SG with thc PM in discrete evcnts. In ncurons, exocytosis is coupled to 
the rapid endocytosis and regeneration of the SG in order to allow multiple releases in a mini-
mum amount of time.24 In MCs virtually ali granular content of a celi is extruded in one single 
stimulatory event, which is thcrefore also rcferrcd ro as anaphylactic dcgranulation. Early 
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Mast Ce/h as a Mode/ of Nonneuromdorrin( Exocyrosis 
T ab/e 1. Mediators stored in secretory granules of mast cel/s and some of their 
biologie activities 
Mediator 
Histamine 
Heparin and chondroitin sulfate 
Tryptase 
Biologie Activities 
alters vascular permeability, promotes smooth muscle 
contraction, alteration of immune celi function, mucus 
production, neuronal activation 
anti-coagulant activity, promote angiogenesis, cofactor 
for tryptase 
Tissue remodelling (degradation of collage n); celi 
pro liferation by activation of protease acl. Receptors, 
chemotaxis 
3 
Chymase tissue remodelling (degradation of fibronectin, activation of 
MMPsl; degradation of th rombin, 
TNF 
VEGF 
proinflammatory cytokine, neutrophil chemotaxis 
Angiogenesis 
ulrra-structural4 and electrophysiological srudiess have revealed thar rhis ma.~sive mobilizacion 
of granules is made possible by compound exocyrosis (Fig. l ), which besides the fusion of 
granules at che PM, also involves fusion becween granules from deeper inside layers rhereby 
forming degranulation channds.2s From thcre the proreoglycan matrix is expclled and bound 
mediarors are liberared by ion exchange due ro the alteration in p H and marrix swelling. The 
expelled proteoglycan core can usually be seen in rhe tissue surrounding the MC (Fig. 2). 
Compound exocyrosis is also observed in orher hematopoietic cells involved in the inflamma-
rory response including eosinophils, neurrophils and platelers.26"28 Such massive release of 
mediarors by compound exocyrosis favors an immediate and maximal biologie elfcct and in-
Classica! Exocytosis 
(neuroendocòne 
exocrine cells) 
Compound Exocytosis 
(Mast cells, Basophils. 
Eosinophils, NeutropMs. 
Platelets) 
Piecemeal Degranulation 
(Mast cells, Basophils. 
Eosinophils) 
Figure l . The basic modes of exocytosis in regulated-secretion competent cells are illustrateci. 
In neuroendocrine and exocrine cells one usually observes fusi o n of a single specialized SG at 
the PM in a given ti me frame. In MCs an d some other cells of hematopoietic ori gin compound 
exocytosis can be observed, which involves SG-SG and SG-PM fusio n. In MCs, basophils and 
eosinophils anothermode ofexocytosis cali ed piecemeal degranulation ca n be observed, which 
involves graduai e mptying of vesicular conte ni without any observable fusion event. 
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Resting MC Stimulated MCs 
Figure 2. Resting and stimulated mouse peritoneal MCs (arrows) stained with Toluidine Blue. In 
resting cells one can see a celi whose cytoplama is filled with many cytoplasmic granules that 
show metachromatic staining. In stimulated cells o ne ca n observe extruded proteoglycan cores 
that stili show metachromatic staining. 
duces a scrong inflammarory reaction. MCs have also be shown w exhibit piecemeal degranu-
larion (PMD), a rerm coined for observed forogressive losses of granule paniculate conrems 
wirhour any evidences for fus ion events.29· 0 PMD exisrs also in basophils30•31 and eosino-
phils32·33 and occurs in a variery of physiological and pathophysiological siruations.34·35 The 
mechanisms for PMD are not fully understood. Early ultrasrrucrural analysis revealed 
the budding of small cytoplasmic granules rhat move rowards rhe PM leading to a graduai 
emprying of che gran ule from where they originate.33·36 However, it is possible that che 
progressive emptying of granular contenr could also resulr from incomplete or rransient fusion 
events ofren referred ro as kiss and run fusi o n. 37 Recendy, such transient fusion evenrs have 
been shown to occur a t a frequency of approximately 2: I over full fu.~ion in livc imagcd MCs.38 
MCs can parricipare in multiple cydes of acrivarion for mediaror release. However, in com-
parison to the very fast synaptic vesicle cyde (-1 sec) in neuronal cells, the regeneration of a 
fully reconstitutcd and loaded granular compartmcnt can rakc up co 72 h.39 
The Basic Secretory Machinery in MCs 
Membrane Fusion Proteins in MCs 
MC exocytosis relies on the conserved mechanism of membrane fusion implicating SNARE 
protcins.8 SNAREs lie on. op~osing cell.ular membrancs and can form ~ stable multi~eric 
complex rhat catalyzes fus10n. 0·42 A ryptcal SNARE complex at che PM mcludes a vestcular 
SNARE (v-SNARE) such as vesicle associateci membrane protein (VAl'viP) that pairs with rwo 
target SNAREs (r-SNAREs) such as synaprosome-associared protein of23 (ubiquirous) or 25 
(neuronal) kDa (SNAP-23/25) and a synraxin molecule.41 
MCs cxpress a wide array of SNAREs. Thcse include che t-SNAREs SNAP-23 as wcll as 
syntaxins 2, 3 and 4. Expressed VAMP family proteins members include VAMP-2, 3, 7 and 8. 
Introduction of antibodies directed to SNAP-2343 inhibired stimulared exocytosis. During 
exocytosis PM SNAP-23 relocated along dcgranularion channcls thar form in rhc intcrior of 
the celi. Overexpression of syntaxin 4,44 but n or synraxin 2 or 3 also inhibired exocytosis, while 
overexpression of SNAP-23, bur nor of a derived VAMP-binding murant, enhanced MC 
exocyrosis.45 For VAMP proreins evidences for functional implication remai n indirect andare 
based o n rhe observarion rhar severa! of them relocate during degranulation. It was found that 
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ectopically expresscd GFP-VAMP-2 gradually fuscs with the PM following stimulation,46 w h ile 
VAMP-8 apparently coalesces forrning larger granules.44 Similarly, VAMP-7-CFP and 
Syntaxin-3-CFP relocate from granular structures to the PM. 47 A precise defìnition of the 
diffcrem SNARE proteins irnplicated in degranulation will nevertheless require additional stud-
ies. Yet, i t is possible that several different SNARE cornplexes may form and mediate fusion in 
agreement with the compound exocytosis mechanism and the above described heterogeneity 
of MC granules. 
Accessory Proteins in MC Membrane Fusion 
SNAREs in MCs function with a variety of accessory proteins. One crucial regulator is the 
ATPase NSF, which disassembles SNARE complexes.'<\8 Expression of an ATPase-deficient NSF 
mutant dramatically inhibited MC exocytosis and resulted in accumulatÌOll offusion-ineffìcient 
SNARE complexes highlighting the importance of SNARE disassembiy or priming in 
degranulation.49 MCs also express SM (Secl/Muncl8) family members that bind syntaxin 
protcins in an isoform-spccifìc manncr and are known to play fundamental roles in exocyto-
sis.50·51 While mice defìciem in the neuronal isoform Muncl8-1 exhibited a complete defì-
ciency in synaptic vesicle exocytosis,52 mice deficient in the ubiquitous isoform Muncl8-3 
showed enhanced externalization of the glucose transporcer Glut 4 in derived adipocytes at low 
concentrations of insulin. In these cells externalizarion was uncoupled from rhe regulation by 
P13 Kinase suggesting a signaling connection. 53 By contrast, in skeletal muscle and pancreatic 
islets a decreased transport and insulin sensitivity was found in heterozygous mice revealing 
some fundamental differences. 54 This is, however, in agreement with described positive and 
negative regulatory roles of SM proteins. 50•51 While the essential positive role of SM proteins 
remains unclear, the inhibitory role is thought to result from its binding to syntaxin thereby 
fixing the latrer in a dosed conformation unable to engage in SNARE complex formation. 55 In 
agreement, in Muncl8-3 defìcient adipocytes despite the decreased expression ofits syntaxin 4 
partner, the amount of"free" syntaxin 4 was increased allowing enhanced fusion. 53 MC express 
Muncl8-2 and Muncl8-3 that form complexes with syntaxin 2, 3 and syntaxin 4, respec-
tively.56 Overexpression ofMuncl8-2, but not Muncl8-3 inhibits degranulation. This indicate..'i a 
role for the former, but does not exclude a role for Muncl8-3. More definitive studies will 
await the use ofMCs deficien! in these proteins. MCs may also express the neuronal isoform 
Muncl8-l as shown by PCR,'7 however, this has to be confirmed at the protein level. 
Small GTPases of rhe Rab3 family have also been recognized as importanr regulators of 
membrane fusion in many celi types. In synaptic vesicle exocytosis they are not in itself es~en­
tiai, but function as a gatekeeper for the norma! regulation of calcium-triggered exocytosis. ' 8•59 
In MC, Rab3A, Rab3B and Rab3D are expressed when examined by PCR analysis.6<l,61 Protein 
expression has been confirmed fòr Rab3A and Rab3D and the latter was shown to translocate 
from SGs to the PM following stimulation. 61 •62 Overexpression of Rab3D or a constitutively 
acrive GTPbound murant, bur not ofRab3A, revealed an inhibitory effect in IgE-stimulated 
RBL MCs.('1 In another study overexpression of Rab3A was also able to inhibit exocytosis.63 
The role of Rab3D has been challenged, because peritoneal MC from Rab3D defìcient mi ce 
exhibited norma! exocytosis in patch clamp studies and did not reveal any increase in granule 
size as shown in zymogen granules in the pancreas.64 However, in these studies the role of 
existing compensatory mechanisms and the use of more physiological stimuli have not been 
addressed. 
Another GTPase that could play a role in MC secretion is Rab27, which exists in two 
isoforms (Rab27A and Rab27B), known to inreract with a variety ofRab27-binding proteins 
(i.e., the synaptotagmin-like protein (Slp) family with tandem C2 Calcium-binding morifs, 
the Slac2 family, and Muncl3-4) ali functioning in membrane trafficking.65 Interaction with 
Slac2 family members couples Rab27 function to rhe actin-based motor myosin Va in melano-
cytes an d neuroendocrine cells. 66-69 This mode of acri o n do es no t apply t o Rab2 7 -defìcient 
cytotoxic T cells (CTL'i), which nevertheless are unable to rclease granular content70•71 due to 
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a docking defect of SGs. 72 A potcntial effcctor of Rab27 in thesc cells could be M une 13-4, a 
more ubiquitously expressed isoform of the neuronal prìming factor M une 13-1 .73•74 Similar to 
Rab27, mutations in Munc13-4 led to secretion defects in CTLs.72 Munc13-4 acts down-
sLream uf Rab27 as SGs from defìcienc CTLs can stili dock a t the PM, howevcr, are unable to 
release their content. In RBL MCs, both Rab27 and Muncl3-4 are expressed at the protein 
level and both localize to SGs. 75•76 Exogenous ex~ression of a dominant active Rab27 A reduces 
antigen-induced histamine release by about 30%. 6 No defects, where seen in Rab27 A-defìcient 
BMMC.56 However, i t is possible rhat its function could be com~ensated by the related Rab27B 
isoform, which is the major functional isoform in platelets.77" 8 Munc13-4 overexpressìon in 
MCs enhanced sccretion?5 These results suggest both proteins could function a~ regulators of 
exocytosis in MCs. 
A recently described SNAREinteracting effector is the cytosolic protein complexin II ex-
pressed in brain but also in MCs?9 Complexin II preferentially binds to assembled SNARE 
complexes.80 Upon stimularion of MC it was found to rranslocate to the PM in a 
calciwn-independent manner where it acts to incrcase thc calcium sensitivity of thc fusion 
machinery?9 A further accessory protein that regulates the fusion compctent state is secretory 
carrier membrane protein 2 (SCAMP2). SCAI\1P2 in MCs localizes to SGs and vesiclcs, but a 
small fraction is also found at the PM where it colocalizes with Syntaxin 4 and SNAP-23. 
Expression of an oligopeptide (E-peptide, within the cytoplasmic segment linking the second 
and third membrane domain of this tetraspanin protein) potently inhibirs exocyrosis in strep-
tolysin 0-permeabilizcd MCs.81 SCAMP2 may act at a late stcp that couples Arf6-stimulated 
phospholipase D (PLD) activity to formation offusion pores. This could be in agreement wirh 
the r,roposed implication of PLD isozymes (PLD l and PLD2) as regulators of MC exocyto-
sis.8 ·83 PLD may act ~strcam of PKC84 to control multiple pathways including cytoskelctal 
changes85 and fusi o n. 8 ' Regulatory proteins also include calcium sensors, protein kinases an d 
phosphatascs or cytoskeletal proteins linking rhe machinery to early receptor stimulated events. 
These are described in more detail below in relationship to their signaling function. 
Taken together, MCs express a whole series offusion accessory proteins. Their function is to 
prevent the secretory apparatus from unnecessary fusion, render thc basic fusion machinery 
more efficient and allow its connection to activating cellular signals. 
Signal Transduction for Exocytosis in MCs 
Early Receptor-Mediated Events 
The signaling rcquiremenrs for degranulation have been mostly worked out for IgE-mediated 
triggering through high affinity IgE receptors (FcERI) that initiates transmembrane signaling 
by coupling to nonreceptor tyrosine kinases.7 This multisubunit (aj3yz) receptor bears 
Immunoreceptor lyrosine-ba~ed Activation Motifs (ITAM) in j3 and y chains that upon aggre-
gation of a chain-bound IgE with specifìc antigen become phosphorylated by the src-related 
protein tyrosine kinase Lyn. This engenders activation of Syk tyrosine kinase through ITAM 
binding thereby launching an amplifìcation cascade involving multiple signaling adaptors, 
tyrosine kinases, PI3 Kinases and PLCy. This cascade leads to the activation ofPKC and 
calcium influx, both events have been demonstrated to represent crucial checkpoints for 
degranulation. 8 
Targets of Calcium 
Alrhough it has been realized more than 50 years ago that calcium is an essential intracellu-
lar messenger for secretion in neurons,87 and somewhat later in MC88 che molecular targets 
have remained obscure for many years. Recendy, the synaptotagmin (Syt) family of calcium 
sensors have emerged as prime candidates. Syts are membrane-anchored proteins that bind 
calcium via conserved tandem calcium and phospholipid-binding C2 domains (C2A and 
C2B).89·9° Calcium binding promotes oligomerization91 ·92 and membrane phospholipid 
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binding. 9J-95 lt also promotes binding to a subset of SNAREs (syntaxin, SNAP-25).96•97 
Together these events are thought to regulate calcium-dependent SNARE assembly.98 
MCs express several Syr family members (Syr I, II, III, and IX),99-103 however, the physiologic 
calcium sensor for exocytosis is stili unknown. Overexpression of neuronal Syt l enhanced 
ionomycin-stimulated secretion 104 and evidence for its expression in tissue MCs has been 
presented. 105 However, the physiologic role in receptor-stimulated cells of this low aflìnity 
calcium sensor remains to be validated. Syt II deficiency did not sensibly affect histamine 
release, but rather blocked release of cathepsin D suggesting that it acts to prevent fusion of 
genuine lysosomes.99 Syt III was found to function as a criticai regulator of che perinuclear 
endocyric recyding compartment (ERC) and could possibly regulate SG size, 101 while Syt IX 
was shown to function in protein export from the ERC to che celi surface. 102 These data 
suggest that nonneuronal Syrs interfere with distinct steps of membrane traffìcking in MCs 
along the endo- and exocyric pathway. Besides dassical Syrs, other proteins with calcium-binding 
C2 domains such as Syt-like proteins (Slp l-5), could potentially also play a role.65 However, 
so far they have not been characterized in MCs. 
Another calcium sensor is calmodulin (CaM) 106•107 interacting with numerous proteins 
that could play a role in secretion. 107 Data in MCs using inhibitors ranged from no effect to an 
inhibitorv effect on secretion and are difficult to interpret with respect to the function of this 
sensor. 10g-_ 112 In MCs, porential targets include myosin light chain kinase (MLCK), 113 CaM 
kinase II, which phosphorylates nonmuscle myosin114 syntaxin 3115 and PLD. 116 CaM binds 
also che vesicular SNARE protein VAMP-2, 117 which collapses into che PM in degranulating 
MCs.46 CaM is thought to activate VAMP-2 by liberating it from its lipid-bound state upon 
binding. 117 In agreement, microinjection ofa VAMP-2-derived peptide that blocks CaM-binding 
into chromaffin cells resulted in inhibition of exocytosis. 118 However, such cxperiments havc 
not been performed in MCs. 
Besides these professional sensors calcium interacts also directly with a variety of signaling 
molecules that coordinate celi signaling and membrane fusion. A prominent example is PKC 
described below. 
The Role of Kinases and Phosphatases 
In addition to its extensively characterized role in che early steps of receptor activation, 
protein phosphorylation-dephosphorylation also represent an important regulatory mecha-
nism in the late steps of exocytosis in MCs. Severa! proteins of che membrane fusion machin-
ery have been shown ro be phosphorylated by a variety of Ser-Thr kinases, including PKC, 
CaM kinase II, PKA, Casei n kinase II. Phosphorylarion could play a variety of functions in rh e 
fusion process. 119 This could include mobilisation of fusion proteins from che reserve }j'ool as 
shown for synapsins in neurons, 120 regulation of che activity state ofSNARE proteìns1 1•122 or 
a direct ìnterference in che fusion process. 119•123 
In MCs, there is ampie evidence that activarion of PKC represents an essential signal for 
secrecion. Bo rh a calcìum-dependent isoform, PKC~, and a calcium-ìndependent isoform, PKCù, 
bave been implìcated using depletion-reconstitutìon studies.124 The importance of PKCt\ has 
been confirmed in MCs deficient for rhis isozyme, 125 while PKCù-deficient MCs actually showed 
enhanced exocytosis. 126 However, these apparent differences may be explained by indirect ef-
fects by PKCù on negative regulatory mechanisms. Regardless it is clear that PKC regulares late 
steps in exocytosis. Molecular targets include cytoskeletal proteins such as myosin light and 
heavy chains nccessary for the reorganizatìon of the actino-myosin cortcx during secretion. 127•128 
PKC can also phosphorylate SNAP-25 and syntaxin 4 129•130 alchough che in vivo relevance 
remains to be establìshed. In MCs about 10% of SNAP-23 becomes transiently phosphory-
lated during degranulation on Ser95 and Ser120 within its cysteine-rich linker region likely by 
PKC. 131 Overexpression of phosphorylation mutanrs inhibited IgE-stimulated exocyto-
sis suggesting that SNAP-23 phosphorylation modulates degranulation although the precise 
molecular mcchanism remains to be dctermined. In eosìnophils27 and chromaffin cells 13~ patch 
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damp studics bave dcmonstrated tbat fusion pore cxpansion is sensible to PKC inbibitors and/ 
or can be enbanced by the addition of PMA suggesting a role in the very late steps of exocyto-
sis, but it remaìned unknown whether this is due to the mentìoned pbosphorylation ofSNAREs, 
Syts, 123 or other p h ysiologic substrates. PKC also phosphorrlatcs Muncl8-1 within its second 
domain thereby inbibiting its capaciry to bind syntaxin. 13 •134 Similarly, pb<_?sphorylation of 
Munc18-3 by PKC reduced its affiniry to bind syntaxin 2 and 4 in plarelets. 13' Sucb pbospho-
rylatìon could tbus rcgulate thc amount of available fusion-competent syntaxin in tbc cell. 
MCs express Muncl8-2 and Munc18-3 and preliminary evidence from our laboratory indi-
cates that Munc18-2 also becomes phosphorylated in tbese cells (unpublished). 
Besides PKC, SNARE Kinase (SNAK) could also be a regulator of exocytosis in MC.136 
SNAK pbosphorylates SNAP-23 a t Ser-Thr residues in MCs thereby increasing tbe stability of 
newly synthesized protein. SNAK-dependent pbosphorylation could thus indirecdy promote 
SNARE complex formation by increasing the pool of available SNAP-23. A different kinase 
activiry present in Rab3D-containing immunoprecipitates was responsible for specifìc pbos-
phorylation of Syntaxin 4 in vitro thereby decreasing its SNAP-23 binding capacity. 121 This 
activitywas downregulated after stimulation in a calcium-dependent manner. A5 already men-
tioned, other kinases ìncluding for example CaM Kinase II, PKA, Casein Kinase II, MLCK 
bave bccn sbown to phosphorylate targers of the secretory macbinery and could also play role 
in MC degranulation. Por example, secretion is susceptible to inhibitors of PKA, wbìcb may 
relate to the capacity to phosphorylate the lipìd metabolising enyme PLD.137 
Protein pbosphorylation is regulated by a dynamical balance between tbc action ofkìnases 
and phospbatases. Given the evidences for tbe role of pbosphorylation in controlling exocyto-
sis, phospbatases likely also regulate fusion 138•139 including in MCs.8 lnhibitors of pbosr,batase 
PPl and PP2a reduced secretion even when bypassing early-receptor-mediated signals. 4° Fol-
lowing srimulation ofMCs PP2A gets recruited to tbc PM in a manner tbat is correlated with 
the kinetics of secretion. Subsequent studies in RBL MCs demonstrated that both PPl and 
PP2A could transiently associate with corricaJ myosin Il suggesting a role in the cyroskeletal 
rearrangements of tbe actino-myosin correx. 141 A crucial target for phosphatase acriviry could 
be thc PKC-dependent phosphorylation sitcs in myosin ligbt and beavy chains. Anotber pbos-
phatase implicated in membrane fusion could also include megakaryocyre cyrosolic protein 
tyrosine phosphatase 2 (MEG2) localized to SG, whose overexpression results in the formation 
of large granules. 142 
Role of the Cytoskeleton in Secretion 
It has been known for many years that secretion in MC is accompanied by an extensive 
cytoskeletal reorganization characterized b~ the dissolution of the subcortical actino-myosin 
complex and formatìon of F-actin ruffies. 43•144 Similarly, microtubules stretcb out into the 
lamellipodia formed during the stimulation process. 145 Furthermore, SG are cmbedded in a 
fìlamentous network of cytoskeletal structures with book-like structures. 146 The role of 
cytoskeletal elements in the secretory process could be manifold. They could provide an appro-
priare scaffold for signaling proteins an d the arrachment of cellular compartmenrs and proreins 
of the fusion machinery. The acrino-myosin contractile sysrem or tubulin-based motors could 
be important for the mobilisation and extrusion of SG content. 147 O n the otber band, the 
actino-myosin terminai web could also represent a substantial barrier for SGs to reach rh e PM. 
In agreement, stimulation is accompanied by its dissolution and actin-depolymerizing drugs 
actually enhance secretion. 56•143 However, in tbc presence of certain inhibitors, secretion could 
be uncoupled from cortical F-actin disassembly suggesting rhat the latrer is nor absolurely 
required for secretion to occur.112 Similarly, rreatment witb actin-depolymerizing drugs or 
ectopic expression of a constitutively active murant ofRhoA, Racl or CDC42 promotin~ actin 
remodeling enhances secretion, while dominant-negative forms inhibited secrerion. 48-150 
However, other functional consequences of these trearments, notably enhancement of early 
cellular signaling pathways havc been described, suggesting the cxistcnce of divergent signaling 
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pathways for actin remodeling and secretion. 149•151 •152 In agreement with a role in early signaling 
events, bypassing receptor stimulated signaling with PMA/calcium ionophore rescues inhib-
ited levels of secretion. 152 In the same line MC with mutations in the Wiskott-Ndrich syn-
drome protein WASP or the WASP-interacting protein WIP also show markedly diminished 
degranulation and parallel affection of early signaling events. 153•154 
The tubulin network also plays an important role in secretion. Inhibitor studies show that 
microtubule destabilizing or stabilizing drugs strongly affect secretion in MCs. 56•155-157 In stimu-
lated MCs, SG identified by Munc18-2-stainingwere excluded from F-actin-containing ruffies 
bur appeared to be ali~ned along newly formed microtubular tracks suggesting microtubular 
transport mechanisms. 6 In agreement, live imaging of SG in RBL cells revealed bidirectional 
movement in both resting and activated cells adjacent to microrubules and the rate and extent 
of stimulated exocytosis was inhibited by the MT depolymerizing drug Colchicine. 158 A recent 
srudy showed that the microrubule-dependent translocation of SG labeled by CD63-GFP to 
the PM occurred in a calcium-ìndependent manner, while rhe actual fusion was 
calcium-dependent. 157 Thus, i t is possible that similar to other hemaropoietic cells with a more 
locally restricted release from secretory lysosomes, 159 the microrubular system also plays an 
imporcant role in the secretory process of MC. These data, however, contrast wìth studies, 
which do not reveal significant movement ofSG during exocytosis in RBL cells.38•160 Similarly, 
rat peritoneal MCs with a highly differentiated SG compartment rather show an inward 
movement of PM components such as SNAP-23 in agreemenr with the compound mode of 
exocytosis. 43 
Taken together, at presenti t is stili difficult to propose a cohesive model on the implication 
of cytoskeletal elements in the late steps of secretion. This is largely due to the complexity of 
the molecular pathways involved, which do not only impinge o n the late steps of exocytosis but 
o n a whole variety of cellular processes. Nevertheless, accumulated data suggest that cytoskeleral 
functions are an integrai part of the cellular fusion machinery in MCs 
Evidence for Lipid Raft Domains in MC Exocytosis 
Lipid rafts are dynamic assemblies of cholesterol and sphingolipids forming a separate 
liquid-ordered phase in lipid membranes that are enriched in discrete subsets of proteins. 161 At 
the PM lipid rafts regulate signa! transduction by providing concentrated platforms far siSnal-
ing proteins. 162 Lipid rafts are also found in biosynthetic and endocytic pathways. 1 · ' 164 
Evidence exists that regulared secretion also utilizes raft-dependent interactions to achieve 
cell-type specific sorting of secretory proteins. 165 Treatment with cholesterol-depleting agenrs 
considerably affected regulated secretion in several cellular systems. 166-168 Moreover, both 
vesicular and PM fusion proteins inregrate inro li~id rafts although the nature of this compart-
ment is stili somewhat under dispute. 166•169•17 SGs preferentially dock and fuse at these 
identified cholesterol-dependent dusters with high preference. 165 Thus, similar to the plat-
forms a t the PM for transmembrane signaling such domains may also form functional entiries 
for fusion. In MCs, when examined by sucrose gradienr fractionation, SNARE proteins were 
either found exduded (syntaxin 2), equaHy distribured between raft and nonraft fractions 
(syntaxin 4, VAMP-8, VAMP-2), or selectively enriched in rafts (syntaxin 3, SNAP-23). 171 
The accessory protein Munc18-2 and 18-3 were found in nonraft fractions, however, small 
amounts of Munc18-2 also consistenrly distribured into rafts. Cognate SNARE complexes of 
syntaxin 3 with SNAP-23 or VAMP-8 were enriched in rafts, while those of synraxin 3 with 
Muncl8-2 were excluded. These results suggest that regularory and cognate fusion complexes 
are spatially separated in MCs and likely also in other cells. 
Conclusion 
MCs are tissue immune cells that upon stimulation with an appropriate trigger massively 
release inflammatory mediators by compound exocytosis. This process is fundamenral in adap-
tive and innate immunity bur also plays a detrimental role in severa! inflammatory diseases. 
9 1/3/06, 1:14PM 
Table 2. Fusion and fusion accessory proteins in mast cells 
Proteins Expression Expression Evidence for 
t-SNARES mRNA protein localisation Role in MC Exocytosis References 
SNAP-23 + + PM cx-SNAP23 blocks fusion in act. 43,45 
pcrmeabilized cells, SNAP-23 
overexpr. enhances exocytosis; 
relocation of SNAP-23 from PM to 
degranulation channels in act. MCs 
Syntaxin 2 + + no effect of overexpression 44 
Syntaxin 3 + + se and PM no effect of overexpression; 44,47 
relocation from SGs to PM 
in act. MCs 
Syntaxin 4 + + PM overexpression inhibits 44 
exocytosis in act. MCs 
v-SNAREs 
VAMP-2 + + se relocation from SG to 46 
PM in act. MCs 
VAMP-3 + + vesicular ? 44 
VAMP-7 + + vesicular relocation of exogenously 47 
expressed VAMP-7 from vesicles 
to PM in act. MCs 
VAMP-8 + + vesicular and SG coalescence of ves i cles 44 
and SGs in act. MCs 
Access. proteins 
Rab3A + + cytoplasmic overexpression has either no 61,63 
effect or inhibits exocytosis 
in act. MCs 
Rab3B + 60 
Rab30 + + SG (partially) overexpression inhibits 61,62,64 
exocytosis, relocation from 
SGs to PM, Rab30 deficiency 
does not affect exocytosis 
in patch clamp act. MCs 
Rab 27 NO + SG overexpression inhibits 56,76 
exocytosis in act. MCs; 
relocation to PM in act. 
MCs; no effect in Rab27 A-def. 
BMMC 
Munc18-1 + 57 
Munc18-2 + + SG overexpression inhibits exocytosis 56 
in act. MCs, relocation of into 
lamell i podi a 
Munc18-3 + + PM no effect of overexpresssion 56 
on exocytosis 
Munc 13-4 + + SGs overexpression enhances 75 
exocytosis in act. MCs 
SCAMP2 NO + SG,PMr introduction of oligopeptide from 81 
cytoplasmic domain inhibits 
exocytsis in permeab. MCs 
Complexin Il + + Cyt relocates from cytoplasm to PM 79 
in act. MCs, siRNA inhibits exocytosis 
Continued on next page 
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Proteins 
t-SNARES 
Expression 
mRNA 
Synaptotagmin l + 
Synaptotagmin Il + 
Synaptotagmin 111 + 
Synaptotagmin IX + 
Expression 
protein Localisation 
+ SG (exogen.) 
+ Lysosome 
+ Endos./SG 
+ ERC 
Evidence for 
Role in MC Exocytosis References 
overexpression enhances 104,105 
calcium ionophore act. exocytosis 
siRNA augments fusion of 99 
genuine lysosomes with SGs 
siRNA blocks delivery to the 101 
ERC and augments SG size 
siRNA slows down protein export 102 
from the ERC to the celi surface 
Evidence has been presented that MCs use a specifìc and highly regulated secrecory apparatus 
for compound exocytosis. Besides cognate membrane fusion SNARE proteins a number of 
accessory regularory proteins have been characterized. These proteins and the evidence for 
functional implication are summarized in ('Iàble 2). They further connect to highly sophisti-
care signaling machinery initiated by the acrivarion of receptors ar rheir surface. Together, this 
molecular machinery coordinarely functions to protect the organism from unwamed release of 
potcntially dangerous substances bur cnablc rclea..c>c upon a physiologic activarion signa! at the 
surface. In disease, besides inappropriate trìggering MCs often also show a hyperacrìvated phe-
notype rranslaring inappropriate regularion of rhis machinery. Thus, future research efforrs will 
continue to focus on the molecular undersranding of rhis complex and highly regulared 
molecular secretory machinery. 
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Articolo supplementare: Mast cell-mediated remodeling 
and fibrinolytic activity protect against fatai 
glomerulonephritis. The Journal of Immunology, Vol. 176, 
2006. 
I mastociti sono cellule che contribuiscono all'innesco del processo 
infiammatorio. Difficili da isolare e quindi da studiare, sono stati a lungo 
considerati come responsabili effettori, insieme agli eosinofili, degli stati allergici, ed 
in effetti le conseguenze di una loro eccessiva attivazione possono contribuire al 
danno infiammatorio. Appare sempre più evidente da recenti studi che queste 
cellule rivestano un ruolo fisiologico il cui fine ultimo è la protezione 
dell'organismo. In questo articolo, dimostriamo che i mastociti hanno un ruolo 
protettivo in un modello di glomerulonefrite nel topo (modello di Masugi), indotta 
da anticorpi diretti contro la membrana basale. Topi W /W (deficienti in mast 
cellule) mostrano un'aumentata mortalità rispetto ai topi selvatici + / +, dovuta ad 
una rapida perdita della funzionalità renale. Dimostriamo che in topi W /W 
ricostituiti da mast cellule, ottenute in colture di cellule midollari (BMMC, Bone 
Marrow derived Mast Cell) il possibile ruolo protettivo alla funzionalità renale è 
ristabilito. Esso risulta inoltre independente dall'attivazione di FcyR, poichè anche 
in topi ricostituiti con mast cellule prive del recettore per le Immunoglobuline di 
tipo G (FcyR), si ottengono gli stessi risultati. L'analisi istologica di reni di topi 
+ / +, di topi W /W e di topi ricostituiti con BMMC, mostra come i topi mast 
cellule-deficienti presentino evidenti depositi sub-endoteliali che appaiono nelle fasi 
precoci della malattia, persistono lungo tutto il suo decorso e sono accompagnati da 
un massiccio reclutamento dei macrofagi. L'analisi immunoistochimica rivela 
138 
un'aumentata presenza di fibrina e di collagene di tipo I nei topi W /W. Questi 
animali sono anche incapaci di mantenere elevata, nella fase eterologa della malattia, 
l'attività dell'attivitarore del plasminogeno tissutale e quella del plasminogeno 
urinario nelle urine. Questi risultati mostrano come le mast cellule abbiano un ruolo 
protettivo nella glomerulonefrite mediata da immuno-complessi grazie alla loro 
abilità nel mediare il rimodellamento tissutale e le funzioni riparatorie. 
139 
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Mast Celi-Mediated Remodeling an d Fibrinolytic Activity 
Protect against Fatai Glomerulonephritis1 
Yutaka Kanamaru/* Lisa Scandiuzzi/* Marie Essig,* Cristiana Brochetta,* 
Claudine Guérin-Marchand,* Yasuhiko Tomino,t Renato C. Monteiro,* Michel Peuchmaur/ 
and Ulrich Blank3* 
Mast cells are detrimental in severa! inHammatory diseases; however, their physiologica1 roles are also increasingly recognized. 
Recent data suggest that mast cells may also be invo1ved in renal diseases. W e thererore used congenitally mast cell-deficient W/Wv 
mice and normal +/+ littermates to assess their role in anti-glomerular basement membrane-induced glomerulonephritis. Fol-
lowing administration of anti-glomerular basement membrane Abs, W/Wv mice exhibited increased mortality as compared with 
+l+ mice o\\ing to rapid deterioration or renal function. Reconstitution or the mast celi population in W/Wv mice restored 
protection. This was independent or activating FcyR, as protection was also btained using mast cells deficient in FcRy. Com-
parative histological analysis of kidneys showed that deterioration of renal · ction was caused by the presence of thick layers or 
subendothelial glomerular deposits in W/Wv mice, while +l+ mice r mast cè -reconstituted W/Wv mice sh ed significant1y less. 
Deposits appeared during the early phase of disease and persiste ereaft and were accompani~y-efthanced macrophage 
recruitment. Immunobistochemical analysis revealed increas71edo or ·n and type I o11a n{in~ mice, which were 
also unable to maintain high tissue plasminogen acti · or and . · arx plasminog "'a vato a<itivity in urine in tbe beter-
ologous pbase or disease. Our resul. ts indicate that cells y the1r abilityi 'i'&ti e eling and repair functions are 
protective in immune complex-medi,.ed g . t rul is. e Journat m uno y, , 176: 0000-0000. 
M ast cells are tissue cellsfi~<:::poi ··c "gin with an · , nolo ica sponses, a 1 mmatory cells, and mediate important ro1e in innate . ad '~ e immune and · ss re Odeling and~. ·r ncti s (1-3, 17). In princip1e, the flammatory responses . though often st ·e ili inflam~~~po e · destined to 1ead to healing. 
for their etfector functions in allergy an asthma (~ , ey av owever, un~ condi~} ~ onic stimulation or interruption 
recently been demonstrated to ha ve detrimen_Mù<fun f ns in v- of regulaéorç c cuits.f!Pef"inay al so contribute to the development 
era! other inflammatory conditions, inS)u(f(ng mulli!P1 lerosis f,.ebro~ inHammarOry disease (18). 
(6), arthritis (7), inflammatory bow ~ease 8), i~emia-reper- e 1de~d recent data have pointed to the imp1ication of 
fusion injury (9), and even ca er lO Ho ever, physio1~ca as l s in renal diseases (19, 20). Histological screening in ne-
roles are also increas~IY' o~i~ otably, by the· ~òi~ t opathy patients demonstrated significant increases ofmast cells 
mediate innate and ì;'daptiv ijFune response y ~ ee ranging frorn 3-fo1d in berùgn g1omerulopathy, to -20-fold in IgA 
attributed a protectiv ro1 m acute bacteria d p itic nephropathy, to >60-fo1d in diabetic nephropathy (21, 22). In 
infections (1 1-15). ~· some cases, influx is accompanied by an increased expression of 
Upon activation, mast ce~ls . ve bi! secrete a Iarge stem celi factor (SCF},4 the growth and ditferentiation factor for 
variety of inflammatory me to ( . · me, Iike histarnine, are mast cells (23). These findings were mostly interpreted as the par-
released from prestored sou es in .· · oplasmic granu1es with an ticipation of these cells in fibrosis development (19, 24, 25). In-
immediate etfect (16). Othe newly synthesized and include deed, by virtue of secreted proteases, mast cells participate in the 
arachidonic acid metabolite and a whole set of inflammatory cy- activation of matrix metalloproteinases and protease-activated re-
tokines and chemokines (2, 3). These mediators initiate tissue and ceptor 2 implicated in tissue remodeling and fibroblast prolifera-
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tion (26, 27). They also secrete TGF-/3 or attract other TGF-/3-
producing cells, which is a criticai cytokine in renal fibrosis (28, 
29). Yet, recent experiments using masi cell-deficient rats did not 
confinn this view and rather showed a slight protective ro1e in 
renal fibrosis (30). Similar data were also reported in an experi-
mental mode! of lupus nephritis (3 1 ). However, the mechanism 
invo1ved in this protection remains unknown. 
In this study, we investigated the implication of mast cells in an 
experimental model of immune complex glomerulonephritis in-
duced by the administration of anti-glomerular basement mem-
brane (GBM) Abs (32). We took advantage of congenitally mast 
• Abbreviations used in lhis paper: SCF, stem celi faclor; BMMC. bone marrow-
derived mast celi; BUN, blood urea nitrogen; GBM, glomerular basement membrane; 
PAS, periodic acid-Schiff; lP A, tissue plasminogen activator; uPA, urinary-type lissue 
plasminogen activator or urokinase. 
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PROTECTNE ROLE OF MAST CELLS IN FA TAL GLOMERULONEPHRITIS 
cell-deficient wrw· mice that have two mutations in the kinase 
domai n of c-kit, the celi surface receptor for SCF, to test masi celi 
involvement in anti-GBM-induced glomerulonephritis (33, 34). 
Our results indicate that mast cells have a protective effect in im-
mune complex-mediated glomerulonephritis by their capacity to 
initiate physiologic tissue remodeling and repair functions. 
Materials and Methods 
Cells 
Chinese hamster ovary cells transfected with muri ne SCF were a gift from 
P. Dubreuil (lnstitut National de la Santé et de la Recherche Médicale 
Unité Mixte de Recherche 599, Marseille, France). They were grown in 
DMEM-Giutamax medium supplemented with IO% FCS, 100 IU/ml pen-
icillin G, and 100 JLg/ml streptomycin (lnvitrogen Life Technologies) at 
37•c in a humidified 5% C02 incubator. Supematant was collected and 
used as a source of SCF. To obtain hone marrow-derived mast cells 
(BMMC), suspended hone marrow-derived cells from WBB6F1 +l+ mice 
were cultured in RPMI 1640-Glutamax medium supplemented with IO% 
FCS, sodium pyruvate, nonessential amino acids, 100 IU/ml penicillin G, 
an d l 00 JLglml streptomycin (ali Invitrogen Life Technologies) containing 
IO ng/ml r!L-3 (Abcys) at 3rC in a humidified 5% C02 incubator. After 
2 wk, supematant from SCF-transfected Chinese hamster ovary cells was 
added at IO% as a source of SCF. BMMC were used after 5 wk and were 
> 96% mast cells, as assessed by toluidine blue staining. 
Mouse strains and reconstitution experiments 
Masi cell-deficient mice were bred by mating WB/Re-ki 
C57BL6/kitw•t+ F1 hybrids to obtain mast cell-deficient WB 
Kitw .• (Wtw•) and wild-type +l+ littennates · tified b . c olor 
(W/W' white:. +/+ black). Originai bree~in .. . ·~ ob ' : 
Mechen (lns~ttut Pasteur). C57B~6 mie i.·. ct.·ent in Fc , the . unit 
shared by acuvatmg FcR, were ongmally r =ded b . R. · tch. Ali m ice 
were bred and maintained at the mouse2.lities FR. 2 at the Bich 
Medicai School. Male mice between 8 · were used. For~on 
stitution studies, wtw• mice were also p · from T son ab. 
oratory. Ali experiments were done in accordance with_ af ide es 
In reconstitution experirnents, 5 x 106 BMMC · efic""t m 
FcRy_,_ were infused via the tail vein into W ct ts were 
studied 9 wk later. Successful reconstitu · · · · ;s nitor 11fter sacrifice • 
in peritoneum and spleen using ~· r sis ( and toluidine lui 
staining, respectively. As ex . cted e n xperim·e· nts djd re 
store hematocnt levels, er d Il reconstitution Fc _, 
BMMC, demonstrating he t l cificitQyr · tio . 
experiments. . . 
lnduction of nephrot ",ne nephritis . 
Rabbit anti-GBM Ab (nephrot~. rov; ed by Tanabe (36). 
An accelerated mode] of anti- Ab. glomerulonephritis was 
used (32, 37). Briefly, mice wer reimm\ tzed i.p. with norma! rabbit IgG 
(0.5 mg/20 g body wetght) and A 5 days before i.v. administration of 
nephrotoxic serum through the tail vein at a dose of 0.1 ml/20 g body 
weight. Pilot studies in +l+ mice revealed that this dosage induced severe 
glomerulonephritis with functional deterioration, but did not induce fatai 
damage within 14 days. Except for mortality studies, mice were sacrificed 
at day 5 to evaluate early changes and at day 14 to evaluate late changes. 
No signs of glomerulonephritis were observed when norma! rabbit serum 
was injected into +!+ and Wtw• mice. A minimum of three mice was 
examined per group. Kidney samples were fixed in IO% Fonnalin and 
embedded in paraffin. Some portions of the kidney were immediately fro-
zen in Tissue-Tek OCf (Polysciences) compound for immunohistochem-
ical analysis. 
Evaluation of proteinuria and blood urea 
Urine samples (IO JLI) were evaluated, as described (36). Blood urea ni-
trogen (BUN) and creatinine levels were determined using commercially 
available kits (Oiympus Diagnostica) by an autoanalyzer (AU400; Olym-
pus) at IFR02 of Bichat Medicai School. 
Histological and immunohistochemical analysis 
Kidney sections were stained with periodic acid-Schiff's (PAS) reagent to 
assess histological changes and glomerular deposits in kidney disease by 
light microscopy. lmages were observed with a Nikon TE2000-U micro-
scope coupled lo a DXM 1200F camera using a X l auxiliary lens and a 
direct X l C-mount. Objective magnifications are as indicated. Deposits 
appear as pink stained areas that contrast with adjacent glomerular struc-
tures. Kidneys were al so stained with toluidine blue lo evaluate presence of 
mast cells. Two typical pathological features were quantified: l) To eval-
uate glomerular deposits, the presence of PAS-positive materia! within 
glomeruli was scored in a minimum of 50 glomeruli per mouse as follows: 
O = no depositi o n of PAS + materia!; l = up t o one-third of the cross 
sectional area of the glomerulus PAS+; 2 = one-third to two-thirds in-
volvement; 3 = greater than lwo-thirds involvement (38). 2) lntracapillary 
cellular proliferation was quantitated on a scale of 1-4. A score of l was 
equivalent to 25% of the glomeruli affected by the particular morphologic 
change, and 4 represented involvement of 100% of the glomeruli. Values 
were multiplied by the number of counted glomeruli (39). 
Glomerular cellularity was assessed using F4/80 and Mac-1 (CD Il b) rat 
anti-mouse rnacrophage Abs (Serotec) and L3T4 and rat anti-mouse CD4 
T celi Ab (Southem Biotechnology Associates). Rat anti-mouse lgG biotin 
(Southern Biotechnology Associates) and the Vectastain ABC kit (Vector 
Laboratories) were used for immunoperoxidase staining. Staining with sec-
ondary Ab alone was negative. lntraglomerular celi numbers were assessed 
using a blinded protocol. Scoring of positive cells was determined manu-
ally in high power field (X40 objective). A minimum of 50 equatorially 
sectioned glomeruli was assessed per animai, and the results were ex-
pressed as cells per glomerular cross section. Kidney sections were also 
stained with Texas red goat anti-rabbit lgG and FITC goal anti-mouse IgG 
(MP B10m~als) or to evaluate, respectively, heterologous and autolo-
gous Abs nd to the GBM. A minimum of)f! equatorially secuoned 
omeruli assessed per animai. Fibrin depo~tion was evaluated using 
et stain with FITC-labeled anti-fi dic Immunologica! Lab-
ries). e percentage of gl li ned positive was deter-
Co n deposttion w ev ' ua rat anti-type l collagen 
f.rat biotin (Sout~ . iotec~lo, ;y Associates) and was scored in 
a ni.mimum of 5 o ' d~er mòuse as for evaluation of deposits in 
PAS-:ain~ .. . • 
ZymDgrap!y as · 
' yJgrapbt t o measure tis ue s e n activator (tP A) an d urinary-
lPeLtfe plasminog "'atjj~r.À kinase (uPA) activity was per-
onned, as descrip fl{flJ•+" of urine samples was migrated on 
12% SDS-Pt\!l · nder uc:!fllg conditions. After electrophoresis, the 
gel was .i. cld i 2.5% X-100 for 30 mi n and layered onto a fibrin-
a . e coni ing vi ne plasminogen-rich fibrinogen (7 mg/ml), bo-
ine ro •. bin (; /ml), and agarose (!%). Zymograms were allowed to 
~3-24 h at 37•c. Gel photographs were scanned and quantified 
· tlie N !H Image 1.33 software program. 
Statistica] analysis was perfonned using an unpaired Student's t test. Data 
were shown as mean :t SD, and p< 0.05 was considered to be significant. 
Results 
Jncreased mortality in mast cell-deficient mice after induction of 
anti-GBM glomerulonephritis 
Immune complex glomerulonephritis was induced in mast cell-
deficient wrw• and +/+ Utterrnates preimmunized with norma! 
rabbit IgG by the i.v. injection of nephrotoxic anti-GBM serum. 
Survival was monitored over a period of 14 days. As expected 
from our pilot experiments with the nephrotoxic antiserum, +/+ 
mice showed high survival over the monitoring period (Fig. 1). By Fl 
contrast, wrw• mice were highly susceptible and exhibited an 
increased death rate. Two peaks of mortality were observed: the 
first is rapid and coincides with the early heterologous phase that 
is initiated immediately following binding of the injected nephro-
toxic antiserum to the GBM; the second is somewhat delayed and 
coincides with the autologous phase starting around day 5 and 
correlating with the production of anti-rabbit IgG due to the de-
veloping immune response to injected Abs (32). To assess whether 
this effect was due to the absence of mast cells as opposed to other 
defects as a result of the mutations of c-kit in wrw• mice, exper-
iments were conducted with wrw• mice that were infused with 
BMMC to selectively repair their mast celi deficiency. After 9 wk, 
anti-GBM glomerulonephritis was induced. The results in Fig. l 
show that mast cell-reconstituted wrw• mice behaved like wild-
F2 
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FIGURE l. WfW• mice are highly susceptible to fatai glomerulonephri-
tis. Mast cell-delìcient wrw• mice (n= Il), norma) +/+ littennates (n = 
11 ), or W rw• m ice reconstituted 9 wk earlier with BMMC (n = 11) were 
subjected to an accelerated mode! of anti-GBM-induced g1omerulonephri-
tis, as described in Materials and Methods. Survival was monitored over a 
period of 14 days following the injection of nephrotoxic anti-GBM serum 
and expressed as percentage of survival. 
ease. As expected, +l+ mice showed diffuse signs of glomerular 
darnage. However, already during the early heterologous phase of 
the disease mast cell-deficient wrwv mice exhibited marked signs 
of glomerular damage with a highly expanded glomerular matrix 
and the presence of major subendothelial deposits that are some-
times also apparent in the mesangial area. By contrast, glomeruli 
from +/+ mice showed only minima! deposits (Fig. 38). These 
differences persisted between the early and late phases of the dis-
ease. No significant differences in intraglomerular cellularity 
within glomeruli were observed in kidneys between wild-type and 
wrwv mice (Fig. 38). Kidney sections from rnice selectively re-
constituted with mast cells were assessed for late changes. Al-
though some deposits became detectable, they appeared less pro-
nounced than in wrwv mice. Quantification confirmed that 
deposits were statistically significantly different as compared with 
wrwv mice, but not significantly different from deposits observed 
in +l+ mice (Fig. 3). No differences in intraglomerular cellularity 
were seen among the three groups of mice (Fig. 38). 
T o further assess the consequences of the absence of mast cells, 
we also . uated macrophage infiltration by immunohistochemi-
cal analys using Mac-1 and F4/80 stainin , followed by quanti-
type m ice, revealing high survival following injection of the neph- i ve anal i s. As shown in Fig. 4, be : of macrophages were F4 
rotoxic antiserum. To assess whether the increased mortality in y, b significantly, inc3d · • mice as compared 
wrw• mice involved deteriorated renal function, protei ria and /+ · t ··ermates, ançltj··. unii t was also observed for 
blood urea nitrogen levels were rneasured. In agreeme 'th the 1-reconstit v m· · ·Jthough total number of in-
development of severe glomerulonephritis, . ice ra ·di el- traglomerul . 4-po ti ' T · ls was low (<1/glornerula), their 
oped proteinuria following the injectioq,.dt,thq n hr() . c . number wfs alt sigljjìcantly increased in wrwv mice as com-
However, already during the heterio 6'E!!lu. uss pha e tend cy to pare«" witd +I:Jmicé (data not wn). As an increase of mast 
higher values was observed in mas · c I-def1éi · t v miceP. alli!:.as jen reported in a v ety q~ inftammatory human kidney 
compared _with +l+ mie~ or W . . tbe reconstituted 1 . ·s~~l?, 20), we eraJni ed w}.~_ther this h~ld.s true also :or 
BMMC (F1g. 2A) and protemuna was tgm cantly incr d i th 11-GBM-mdu g ~rulooeplintts by exarrumng +/+ m1ce 
autologous phase. WfW' mice also showed inF{e e o for matt e~ 1 Itradt>n 1}8inf'toluidine blue staining before and 
blood urea nitrogen (Fig. 28) and creatinine.Jfif. 2 · ent after in etio f ap~BM glomerulonephritis. However, mast 
with a stro~g d~teriorati~n of ren~· ' !ti~[ in ' autologous e. virt . _ l~y a~sent in ~ouse. kidneys, ~ith occ~si~nally o~e 
phase. Agam m1ce selectiveix[c tituted ith mast cells rcepllble m exarruned k1dney sect10ns. Th1s p1cture d1d 
. ephritis (data not shown). 
haved hke congenic~/+ ice 1gnificantly change after induction of anti-GBM glomerulo-
W/W" mice exhibit 'or s e t elial dep~s·~1 
macrophage infiltrati J 
T~ gain insight in t e pathophysio 1 am,e er; associated Deposits in mast cell-deficient mice are enriched in fibrin and 
wllh the absence of mast ce~ p ed IStological analysis collagen 
of kidney tissue. Fig. 3A sho 1\S inéd sections a t days 5 and The striking characteristics in anti-GBM kidneys of mast cell-de-
14 after induction of anti-GB glo erulonephritis corresponding, fìcient mice were the thick subendothelial deposits, most likely 
respect1vely, to the heterolo us and autologous phase of the dis- responsible for the rapid loss of glomerular filtration and evolution 
A B c 
o +/+ 80 60 
2000 • W/W' 
60 45 ::=-1500 s 
l ~ o l40 ~ ~1000 <l) 30 c: 
::> z ·c: c: 
:§ ::::> "" m "' e 20 ~ 15 Q. 500 o 
o o o 
o 2 4 6 8 10 12 
days 
FIGURE 2. Renal parameters are deteriorated in W/W' m ice. A, Proteinuria was measured after induction of anti-GBM g1omerulonephritis over a period 
of 12 days in mast cell-deficient W/W' mice, norma! +l+ littermates, or wrw• mice reconstituted with BMMC. Blood urea nitrogen levels (B) and b1ood 
creatinine levels (C) were measured after induction of anti-GBM g1omerulonephritis in the three groups of m ice creatinine. Data are mean :!: SD of blood 
samples taken between days 9 and 14 of at 1east five mice in each group. •, p < 0.05. 
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FIGURE 3. wrwv mice sbow expansion of mesangial matrix wim major subendomelial deposits, but do not differ in intraglomerular hypercellularity. 
A, Histological analysis of PAS-stained kidney sections for early (heterologous phase, day 5) and late changes (autologous phase, day 14) in anti-GBM 
kidneys of masi cell-deficient wrwv mice, norma! +l+ lillermates, and wrwv mice reconstituted wiÙl BMMC (day 14 only). Lighl microscopy (X40 
objective) shows progression of glomerular injury and the major subendomelial deposits (arrows) mal appear early and persist mroughout progression of 
me disease especially in W/W' mice. A switch lo intraglomerular hypercellularity between early and late changes becomes evident. B, Scoring of PAS-positive 
materia! to evaluate subendothelial deposits and intraglomerular hypercellularity al days 5 and 14 aft:er injection of anti-GBM Ab. Data are mean :t SD of al Jeast 
Ùlree (day 5) or four (day 14) mice in each group. *• p < 0.05, significantly different from me mean value of me corresponding control. 
to endstage renal failure. We therefore investigated whether dif-
ferences in heterologous and autologous Abs bound to the GBM 
could account far these deposits. As depicted in Fig. 5, no differ-
ences in heterologous rabbit or autologous mouse Ig deposition 
were detectable between +l+. W/Wv, or mast cell-reconstituted 
W /Wv mice. Another protein accumulating at the site of glomer-
ular injury is fibrin (38, 41). As rnast cells are involved in many 
ways in the regulation of the coagulati an and fibrinolysis ( 42, 43) 
and as fibrin deposition contributes to the severity of disease (44), 
we exarnined the presence of fibrin in these deposits in the late 
phase of the disease. Although some fibrin could be detected in 
glomeruli of +l+ or mast cell-reconstituted W/Wv mice, higher 
amounts of this protein were seen in glomeruli from W/Wv mice 
(Fig. 6A). It is noteworthy to mention that these fibrin deposits 
were already increased during the early phase in W/Wv as com-
pared with +l+ mice (data not shown). The somewhat fibrillar 
phenotype in W/Wv mice could also be due to the deposition of 
fibrogenous collagen during engaged remodeling processes fol-
lowing immune complex-mediated injury (45). As shown in Fig. 
68, in addition to fibrin, we also detected increased amounts of 
intraglomerular type I collagen deposits in W/Wv mice that were 
significantly less in lddneys from +l+ or mast cell-reconstituted 
WJWY mice. 
W !W' mice show decreased ability to maintain fibrinolytic 
activity 
As the increased deposition of fibrin suggested a deficiency in 
repair mechanisms, we examined the activity in mast cell-deficient 
mice oftPA and uPA, two crucial enzymes in the activation ofthe 
plasminogenlplasmin system (46). As urine presents a convenient 
means to measure uPA, and following renal disease induction, tPA 
activity (47), zymography experiments on urine samples collected 
from W/Wv and +l+ mice to measure active tPA and uPA were 
performed. Preliminary experiments established that tPA and uPA 
levels were comparable in norma! W/Wv and +l+ mice (data not 
shown). After injection of nephrotoxic serum, high \evels of both 
tPA and uPA activity were stili present at day l (Fig. 7). This F7 
activity only slightly decreased at day 4 and did not significantly 
differ in ali groups. However, at day 8, significant differences be-
carne apparent. Although +l+ mice maintained high levels ofuPA 
and to a !esser extent tPA, W/Wv mice were unable to maintain 
high act:ivity of these enzymes. 
Mast cells do not exert their protective effect through the 
activation of FcyR 
Mast cells express severa! isoforms of FcyR (48, 49). Given the 
absence of mast cells in the lddney, we explored the possibility as 
to whether activation ofmast cell-expressed FcyRs by Ab deposits 
in tissues might be involved in the protective effect. To assess the 
role of activat:ing FcyR expressed on mast cells, W/Wv mice were 
reconstituted with BMMC derived from FcRy-deficient mice. Af-
ter 9 wk, anti-GBM glomerulonephritis was induced. The survival 
rate was evaluated and compared with those previously obtained 
far W/Wv and W/Wv mice reconstituted with wild-type BMMC 
(Fig. SA). The data show that WJWY mice reconstituted with FS 
BMMC from FcRy-deficient mice have a higher survival rate 
(75%) at day 14 than W/Wv mice (20.9%) that was comparable to 
W/Wv mice reconstituted with wild-type BMMC (87.8%). The 
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FIGURE 4. Mast cell-deficient W!Wv mice show a slight increase in 
inflammatory macrophage infiltration during the late phase of anti-GBM-
induced glomerulonephritis as compared with +l+ mice. Cryostat kidney 
tissue sections from mast cell-deficient W/W' mice, normal +/+ litter-
mates, and W!Wv mice reconstituted with BMMC were stained using anti-
CD!lb and F4/80 Abs subjected to anti-GBM glomerulonephritis. Cells 
infiltrating into glomerub at day 14 after the injection of anti-GBM Ab 
were counted. Data are mean :!: SD for a minimum of four mice in each 
group. *, p < 0.05, significanlly different from the mean value of the 
corresponding contro!. 
evaluation of renal parameters is shown in Fig. 8B. W/Wv mice 
reconstituted with BMMC from FcR y-detìcient mice showed a 
tendency to decreased proteinuria and BUN Jevels and signifi-
candy decreased serum creatinine as compared with wrwv mice. 
No significant differences were found with W/Wv mice reconsti-
tuted with wild-type BMMC. Reconstitution with FcR y-detìcient 
BMMC also signitìcantly decreased glomerular PAS staining as 
well as tìbrin and collagen deposits when compared with wrwv 
mice. Again no significant differences were seen with respect to 
W/Wv mice reconstituted with wild-type BMMC (Fig. 8C). No 
differences were discemible for glomerular celi proliferation and 
macrophage infiltration during the autologous phase in none of the 
mice (Fig. 8D). Taken together, these data show that reconstitution 
with FcR')'-detìcient BMMC, like with wild-type BMMC, largely 
protects against anti-GBM glomerulonephritis, indicating that the 
protective effect is not mainly mediated by activating FcyR. 
Discussi o n 
In the present study, we investigated the role of mast cells inanti-
GBM-induced glomerulonephritis, a mode! of inflammatory kid-
ney disease. We found that mast cell-deficient mice W/Wv are 
highly sensitive to the developing glomerulonephritis as compared 
with +l+ mice, which are protected. This was evidenced by the 
increased mortality of W/Wv mice 14 days after injection. The 
increased mortality was a mast cell-related effect, as survival was 
restored after adoptive transfer of BMMC into W/Wv mice. It was 
clearly due to the deterioration of renal function, as wrwv mice 
exhibited increased proteinuria and showed elevated blood urea 
nitrogen and creatinine levels. 
+l+ 
+l+ 
rabbit lgG 
W/WV 
mouse lgG 
5 
W/VII"+ BMMC 
W/VII"+ BMMC 
FIGURE 5. Analysis of heterologous anti-GBM rabbi! Abs as well as 
autologous mouse IgG bound to the GBM. Cryostat kidney tissue sections 
from norma! +/.,- littermates, mast cell-deficient W!Wv mice, and W!Wv 
mice reconslituted with BMMC (all from day 14) were stained using rho-
damine goal anti-rabbil IgG and FITC goal anti-mouse IgG Abs and ana-
lyzed by immunofluorescence microscopy (X lO objective). Mast cell-de-
ficient W!Wv mice, norma! +/+ littermates, and W !W' mice reconstituted 
with BMMC show identica! deposits of rabbit and mouse IgG. lnsets, 
Show an enlarged glomerulus. 
Anti-GBM-induced glomerulonephritis is characterized by a 
heterologous phase that follows the injection of the nephrotoxic 
serum and the autologous phase that develops after the host 
mounts its immune response to the injected Abs (32, 37). The 
heterologous phase is characrerized by a rapid and massi ve (within 
l h), but transient neutrophils infiux that through FcR and com-
plement-dependent mechanisms leads to glomerular injury and 
proteinuria (37, 50-53). The following autologous phase is char-
acterized by the infiltration of a second set of infiammatory cells, 
such as macrophages and T cells. This phase develops also, albeit 
more slowly, in FcR-deficient mice and may involve additional 
factors (51). One striking observation was that protective functions 
of mast cells seemed to appear already during the early phase, 
indicating an immediate protective action of mast cells. This could 
involve either FcR-dependent or FcR-independent mechanisms or 
both. Previous experiments performed in mice detìcient for the 
FcRy chain that lack both activating FqRI and III rather have 
shown a deleterious role of these receptors in the development of 
glomerulonephritis (37, 50, 51, 54), while the absence of the in-
hibitory Fc')'Rlffi was shown to aggravate the disease (37). Mast 
cells, in addition to FcR, are known to respond to a whole variety 
of stimuli, some of which could be released during the initial ac-
tivation of neutrophils and other cells following the binding of 
immune complexes, and thus act at a certain distance. Such factors 
may include complement fragments such as C3a or C5a, endothe-
Iin, or other inflarnmatory mediators that get activated in this 
mode! of glomerulonephritis (2, 3, 32). Our data favor an FcR-
independent mechanism. Indeed, W/Wv mice reconstituted with 
mast cells detìcient in FcR')' and thus lacking activating Fc')'Rl and 
FcyRIII are largely protective, although a potential role of inhib-
itory Fc')'Rll cannot be excluded. In favor of a FcR-independent 
mechanism is also our data showing absence of mast celi intìltra-
tion in this kidney disease model. Indeed, analysis of toluidine 
blue-stained tissue sections reveals no signitìcant numbers of mast 
cells either before or after induction of anti-GBM glomerulone-
phritis. This was surprising, as it is known that human kidneys 
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A 
+l+ W/W'+BMMC 3 
Fibrin 
B 
+l+ W/W' 3 
O...l...L--
Type l collagen 
FIGURE 6. Mast cell-deficient W/Wv mice show increased intraglomerular deposits of fibrin and type T collagen. A, Ana1ysis of glomerular deposition 
of fibrin. Cryostat kidney sections from anti-GBM glomerulonephritis induced in mast cell-deficient W/W" rnice, normal +l+ littermates, and W/W' mice 
reconstituted with BMMC after the injection of anti-GBM Ab (ali from day 14) were stained with FITC anti-mouse fibrinogen Ab and analyzed by 
fluorescence microscopy (left pane[) (X40 objective). Evaluation of deposition of fibrin in the glomeruli is shown (righi pane[). B, Analysis of glomerular 
deposition of type I collagen. Cryostat kidney sections from anti-GBM glomerulonephritis induced in mast cell-deficient W/W'' mice, norma! +l+ 
littermates, and wrwv mice reconstituted wilh BMMC after the injection of anti-GBM Ab (all from day 14) were stained with rat anti-type T collagen and 
analyzed by light microscopy (X40 objective). Evaluation of deposition of type T collagen in the glomeruli is shown (righi pane[). Data are mean :t SD 
for a minimum of four mice in eacb group. *,p < 0.05, significantly different from the mean value of the corresponding contro!. 
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FIGURE 7. Mast cell-deficient W/W' mice show defect in maintaining 
high levels of tPA and uPA in urine following induction of anti-GBM 
glomerulonephritis. Urine samples were collected at days l, 4, and 8 after 
induction of anti-GBM glomerulonephritis from mast cell-deficient W/Wv 
mice and norma! +l+ littermates and subjected to zymography analysis of 
tPA and uPA activity, as described in Materials and Metfwds. Gel pboto-
graphs were scanned and quantified using the NIH lmage 1.33 software 
program. For the purpose of comparison, tPA and uPA activities in norma] 
+l+ mice were arbitrarily setto 100%. These activities were comparable 
in norma! wrwv mice. Data are mean :t SEM of four mice (three at day 
8 for wrwv mice) in each group. *• p < 0.05, significantly different from 
the mean value of the corresponding contro!. 
contain increased numbers of mast cells in severa! renal diseases 
(20, 55). I t agrees, however, with previous data reporting an almost 
complete absence of mast cells in mouse kidney tissue (55, 56). 
How can one then explain the marked protective effect of mast 
cells in this mode!? One plausible explanation could be that the 
effect results from indirect, systemic activation of factors acting at 
a certain distance. Evidence that mast cells can intluence disease 
development at a certain distance has been provided in an exper-
imental model of allergie encephalomyelitis in the brain, where the 
course of disease was intluenced by mast cells outside the brain 
(57). Similar, classica! anaphylaxis is a systemic response due to 
the activation of mast cells ancl/or basophils. 
An important clue concerning the protective mechanism carne 
from histological analysis, which revealed some striking features. 
lnitial analysis showed what appeared to be highly enlarged glo-
meruli in wrwv mice due to the presence of major subendothelial 
deposit. These deposits were seen already in the initial phase and 
persisted during evolution of the disease. In contrast, glomeruli 
from +l+ mi ce or mast cell-reconstituted wrwv mice al so showed 
aspects of glomerular injury, but minima! deposits. lnterestingly, 
an increase in infìltration of infiammatory macrophages was noted 
in mast cell-defìcient mice during the late phase. From this anal-
ysis, w e concluded that the deterioration of re n al function in w rwv 
mi ce was essentially associated with the presence of large deposits 
that may lead to an increased inflammatory response, as evidenced 
by macrophage infìltration. 
To understand the mechanism leading to these major deposits, 
we examined their nature. Staining for heterologous anti-GBM 
Abs and autologous anti-mouse Abs bound to the glomeruli re-
vealed no significant differences. This demonstrated that mice had 
received equa! amounts of heterologous Abs, and also indicated 
that the rnast cell-defìcient phenotype did not affect the capacity of 
the mice to mount an immune response to the injected Abs, as 
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FIGURE 8. Reconslilulion of wrw• 
mice wilh BMMC deticienl in FcRy 
prolects againsl anli-GBM-induced glo-
merulonephrilis. A-D, Masi cell-deti-
cienl wrw• mice reconsliluled 9 wk 
earlier with BMMC deticienl in FcRy 
(n = 8) were subjected IO an acceleraled 
mode) of anti-GBM-induced glomeru-
lonephritis, as described in Matuials 
and Methods, and various parameters 
were compared wi1h previously ob-
tained values for wrw· reconsliluled 
wilh wild-type BMMC and wrw• mice. 
A, Survival over a period of 14 days. B, 
Measuremenl of proteinuria, serum 
BUN, and serum creatinine (C) scoring 
of PAS-posilive areas, fibrin, and colla-
geo deposits. D, Scoring of inlraglo-
merular hypercellularily and CD Il b-
and F4/80-positive macrophage infiltra-
lion. •. p < 0.05. The key for B and C 
is shown lo 1he right in D. 
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f!.:~lfDllh~~~eenc 1ts inhibitor, and 
gen present in fibrin clots 
upon stimulation, mast cells 
can also produce plasrrunogen activator inhibitor, which neutral-
izes tPA and uPA (61, 62). Sirrular immediate hypersensitivity 
reactions have been shown to lead to fibrin deposition (63). Thus, 
the potential relationships between mast cells and the plasmino-
gen/plasmin may be complex, and the net outcome in vivo may 
depend on the inflammatory process. Our data rather suppor! a nel 
profìbrinolytic action of mast celi s. notably in the later autologous 
phase of anti-GBM glomerulonephritis. lndeed, while +/+ mice 
maintain high levels of uPA and although somewhat less tPA, the 
acr.ivity present in urine dramatically decreases in W/Wv mice, 
suggesting that they are unable to maintain prolonged activity. In 
the earlier phase, however, both types of mice are able to tum on 
the activity. As high deposits of fibrin can already be detected 
during the early phase of disease, additional mast cell-mediated 
mechanisms may be operative that prevent extensive clotting. It is 
well k:nown that mast cells produce heparin well recognized for its 
coagulation-inhibiting activity (1, 17). Mast celi proteases could 
also play an important role. It was shown that mice deficient in 
MCP-4-chymase essentially lack thrombin activity, which is one 
of the key proteases that activates fibrinogen (64). Likewise, 
tryptase released from granular stores after activation was shown 
c 
D 
• WIW' 
+WTBMMC 
ODI WIW' + 
FcR7-I-BMMC 
• WIW' 
en,_pn initiator of the coagulation 
~vate fibrinolytic prourokinase 
ata pg91't a net profibrinolytic function of mast 
cells wi a pr ectiv fUnction against the acute inflammatory in-
ry, u'ig gl erulonephritis development. As mast cells are vir-
a_!iknt in mouse kidney, this response could result from the 
mie activation of tissue remodeling and repair functions by 
• mast cells after the massive injury subsequent to the deposition of 
immune complexes. 
Collagen is another important protein produced during tissue 
repair and fibrosis (67). Both pro- and antifìbrotic properties have 
been ascribed to mast cells. Thus, heparin, histamine, and tryptase 
favor fibroblast growth and augment collagen synthesis (68). Lipid 
mediators such as LTC4, as well as certain cytokines such as IL-4, 
TNF-a, and TGF-13 also favor the growth of fibroblasts (69, 70). 
Conversely, mast celi proteases such as tryptase were also found to 
have potent proteolytic activity toward denatured collagen or gel-
atin (71). Sirrularly, mast celi chymase has been described to ac-
tivate matrix metalloproteinases 2 and 9, which also degrade de-
natured collagen. either by activating their proform or by 
degrading their natural inhibitor protein TIMP (72, 73). Human AQ: D 
mast cells were al so shown to directly produce matrix metallopro-
teinase-9 (74). Thus, depending on the physiological context, mast AQ: E 
cells may either enhance or decrease collagen. In the experimental 
glomerulonephritis model, enhanced collagen deposition can be 
detected in mast cell-deficient rruce, indicating that the uncoordi-
nated production and degradation of extracellular matrix proteins 
following injury may be a pathologic factor that enhances renal 
pathology, as observed in this mode!. In this context, it is inter-
esting to note that rruce deficient in matrix metalloproteinase-9 
were also shown to be protected against fatai anti-GBM glomer-
ulonephritis (60). 
Taken together, our data reveal an important role of mast cells 
in the protection against the deleterious effects of glomerular injury 
8 
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by immune complexes. This protective etfect involves their capac-
ity to rapidly promote repair mechanism and tissue remodeling 
processes, and could be relevant for other diseases, which involves 
deposition of immune complexes in tissues. 
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RIASSUNTO 
I complessi meccanismi di difesa che vengono messi in atto da un organismo in risposta ad un agente 
infettivo si traducono in uno stato generalmente definito come infiammazione, che rappresenta anche la base del 
processo di guarigione. Il processo infiammatorio, che viene tipicamente scatenato per arginare un'infezione, è un 
fenomeno utile, che allo stesso tempo può però rappresentare un potenziale pericolo per la salute. Infatti, se si 
instaurano le condizioni che conducono ad un'infiammazione cronica O'agente perturbatore non è eliminato, il 
processo di riparazione non è ultimato e l'equilibrio interno non è ristabilito) si possono verificare gravi danni 
tissutali e si possono addirittura creare le condizioni favorevoli alla crescita e alla progressione neoplastica. Per queste 
ragioni risulta importante capire in dettaglio quali siano i meccanismi che lo regolano, al fine di favorirlo o di 
ostacolarlo, a seconda della necessità. 
Il processo secretorio è uno degli eventi di base più importanti per l'innesco dello stato d'infiammazione e 
per l'attività anti-batterica delle cellule infiammatorie. Lo scarico del contenuto dei granuli secretori dei mastociti 
nell'ambiente extracellulare ha un notevole potenziale pro-infiammatorio e il kilh"ng dei granulociti neutrofili si 
realizza in un micro-ambiente che imprigiona agenti infettanti, il fagosoma, reso altamente tossico dal rilascio al suo 
interno, delle sostanze microbicide contenute nei granuli secretori. Appare sempre più chiaro che le modalità di 
regolazione dell'esocitosi pur potendo essere specifiche da cellula a cellula, seguono uno schema unitario, dal 
neurone al mastocita. Ad un segnale percepito da specifici recettori, la cellula secretoria costruisce un complesso 
proteico che aggancia la faccia esterna della membrana granulare alla faccia interna della membrana plasmatica, 
favorisce la fusione tra le due membrane e quindi lo scarico del contenuto granulare all'esterno. 
In questa tesi si dimostra nei granulociti neutrofili umani l'espressione della proteina NCS-1 (Neuronal 
Caltium Sensor-1), già nota nei fenomeni di trasmissione sinaptica, ma ugualmente espressa in cellule neuroendocrine 
ed ematopoietiche (mastociti). La sua localizzazione sui granuli azurofili dei granulociti neutrofili porta a formulare 
l'ipotesi di un suo possibile coinvolgimento nella degranulazione calcio-dipendente di questo compartimento 
granulare 
Le proteine appartenenti alla famiglia SM (sec-1/munc) sono evolutivamente conservate e presenti in ogni 
compartimento garnulare in cui si verifichi la fusione membranaria. Si dimostra in questa tesi che due proteine della 
famiglia, Munc 18-2 e Munc 18-3 sono espresse nei granulociti neutrofili, dove svolgono probabilmente un ruolo 
fondamentale nello scarico dei granuli azurofili. Inoltre, è indagata nei mastociti, la diretta interazione tra la proteina 
Munc 18-2 e la tubulina, entrambe probabilmente coinvolte nel processo dell'esocitosi composta. 
In questa tesi, si illustra infine un metodo per l'isolamento dei corpi dell'asbesto, che sono molto 
probabilmente il risultato della modificazione delle fibre di asbesto o amianto ad opera della fagocitosi e della 
secrezione di macrofagi e di neutrofili. Si dimostra come tali corpi dell'asbesto, considerati a lungo come inerti, 
possiedano in realtà una potenziale attività citotossica dovuta ai componenti che formano il loro "coating". 
